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Il tumore della mammella è la neoplasia più comune nelle donne 
nei Paesi occidentali. Una parte dei casi ereditari sono dovuti a 
mutazioni nei geni BRCA1 e BRCA2. 
BRCA1 è un gene oncosoppressore codificante per una fosfo 
proteina nucleare coinvolta in molti processi cellulari, quali il 
controllo del ciclo cellulare, la riparazione del DNA e la 
ricombinazione omologa. 
Molte delle mutazioni in BRCA1 portano alla produzione di una 
proteina tronca e non funzionale altre, invece, definite VUS (Variants 
of Unknown Significance) sono varianti di cui non è noto il significato 
patologico: in genere sono sostituzioni di singolo nucleotide sia 
all’interno della sequenza codificante (missenso o sinonime) che nei  
siti di splicing . 
BRCA1 interagisce con numerose proteine coinvolte nella 
riparazione del DNA tra le quali  MSH6, MRE11A, RAD50, RAD51. 
Lo studio all’interno del quale si inserisce questo progetto di tesi ha 
lo scopo di determinare quali tra i partner del gene BRCA1, coinvolti 
nei processi di ricombinazione omologa, non omologa e mismatch 
repair, possono contribuire all’insorgenza e alla progressione del 




ottimo sistema modello per la determinazione del ruolo dei pathways 
di riparazione del DNA nell’instabilità genomica indotta da BRCA1 
poiché, anche se non possiede il gene omologo di BRCA1, conserva 
gli stessi pathways di riparazione presenti nell’uomo. In esperimenti 
precedenti sono stati valutati gli effetti di BRCA1wt e di alcune VUS 
sulla ricombinazione omologa e mutazione genica nel ceppo aploide 
RSY6 di S.cerevisiae. Il saggio di ricombinazione è stato condotto su 
ceppi deleti per specifici geni coinvolti nella riparazione del DNA. 
Questi ceppi sono stati trasformati con BRCA1 wt o con le VUS ed è 
stato valutato il loro effetto sulla ricombinazione omologa e 
mutazione genica. I risultati di tali saggi hanno evidenziato che 
l’espressione di BRCA1 wt o delle VUS nei ceppi deleti per msh6, 
mre11, rad50 e rad51 modifica la frequenza di ricombinazione 
omologa e mutazione genica. Questi dati suggeriscono che questi geni 
potrebbero avere un ruolo nell’instabilità genomica indotta da 
BRCA1. 
Sulla base di questi risultati, lo scopo di questa tesi è valutare lo 
stato mutazionale dei geni MSH6- MRE11A- RAD50 e RAD51 nei 
tessuti tumorali di pazienti affetti da HBOC e carrier di VUS di 
BRCA1. L’ipotesi è che mutazioni in questi geni possano contribuire 
alla cancerogenesi mediata da BRCA1. 
Per questo studio sono stati selezionati 13 tumori mammari da 13 
pazienti portatori di VUS nel gene BRCA1. 
L’analisi mutazionale è stata condotta utilizzando una piattaforma 
di Next Generation Sequencing (NGS): PGM ION TORRENT. 




un pannello di primer per analizzare le regioni codificanti e le 
giunzioni introne-esone dei quattro geni in esame; la risultante regione 
target coperta è di 12,07kb. 
Dovendo individuare mutazioni somatiche che, nei campioni 
tumorali possono essere presenti ad una frequenza molto variabile a 
causa dell’eterogeneità tumorale, è stata richiesta una copertura media 
di sequenziamento di 1000-1500X. 
I dati ottenuti sono stati analizzati attraverso il software ION 
REPORTER. Le varianti ottenute sono state filtrate per SNP con MAF 
(Minor Allele Frequency) ≥ 2 % e per le delezioni nucleotidiche con 
MAF ≥ 5%. Per i quattro geni esaminati sono state individuate 32 
varianti:10 esoniche e 22 introniche.  
Dall’analisi è emerso che il gene MSH6 sembrerebbe avere un ruolo 
importante nella carcinogenesi mammaria,perlomeno nelle forme 
familiari correlate al gene BRCA1. Non altrettanto chiaro è il ruolo di 
RAD50. Per quanto riguarda i geni MRE11A e RAD51 non sono 
emersi risultati significativi, tuttavia il loro coinvolgimento con la 
neoplasia mammaria non può essere del tutto escluso a causa dello 
scarso numero di campioni analizzati. 
 In futuro verrà ampliata la casistica estendendo l’analisi a soggetti 












Breast cancer is the most common cancer in women in Western 
countries. A majority of cases are due to inherited mutations in 
BRCA1 and BRCA2 genes. 
BRCA1 is a tumor suppressor gene encoding a nuclear 
phosphoprotein involved in many cellular processes such as cell cycle 
control, DNA repair and homologous recombination. 
Many of the mutations in BRCA1 lead to production of a truncated 
and not functional protein; others, defined VUS (Variants of Unknown 
Significance) are variants of unknown pathological significance: they 
are typically substitutions of single nucleotide either in coding 
sequence (synonymous or missense) and in the splicing sites. 
BRCA1 interacts with several proteins involved in DNA repair 
including MSH6, MRE11A, RAD50, RAD51. 
The study in which this thesis project is included, aims to determine 
which of the partners of the BRCA1 gene, involved in the process of 
homologous recombination, non homologous and mismatch repair, 
may contribute to the onset and progression of breast cancer. The 
yeast Saccharomyces cerevisiae is an excellent model system for the 
determination of the role of DNA repair pathways in genomic 




cerevisiae doesn’t possess the homologous gene of BRCA1, he has  
the same repair pathways present in humans. In previous experiments 
were estimated the effects of BRCA1wt and some VUS on 
homologous recombination and gene mutation in aploid strain of S. 
cerevisiae RSY6. The assay recombination was conducted on-deleted 
strains for specific genes involved in DNA repair. These strains were 
transformed with BRCA1wt or with the VUS and their effect on 
homologous recombination and gene mutation was estimated. Results 
of these assays showed that the expression of wt BRCA1 or VUS in 
deleted strains for msh6, mre11, rad50 and rad51 modifies the 
frequency of homologous recombination and gene mutation. These 
data suggest that these genes may have a role in genomic instability 
induced by BRCA1. 
On the basis of these results, the purpose of this thesis is to assess 
the mutational status of the genes MSH6-MRE11A -RAD50-RAD51 in 
tumor tissues from patients with HBOC and carriers of BRCA1 VUS. 
The hypothesis is that mutations in these genes may contribute to 
carcinogenesis mediated by BRCA1. 
For this study were selected 13 breast cancers and 1ovarian cancer 
from 14 patients with VUS in BRCA1 gene. 
Mutational analysis was conducted using a platform of Next 
Generation Sequencing (NGS): PGM ION TORRENT. Thanks to the 
use of the software Ampliseq Designer a panel of primers was 
designed to analyze the coding regions and intron-exon junctions of 




Having to identify somatic mutations that in tumor samples may be 
present in a very variable frequency, for the tumor heterogeneity, it 
was needed media coverage sequencing 1000-1500X. 
The data obtained were analyzed by the software ION REPORTER. 
The variants obtained were sorted for SNPs with MAF (Minor Allele 
Frequency)> 2% and for nucleotide deletions with MAF> 5%.  
For the four genes examined, 32 variants: 10 exonic and 22 
intronic.  
The analysis showed that the MSH6 gene appears to have an 
important role in mammary carcinogenesis, at least in familial forms 
related to the BRCA1 gene. Not so clear is the role of RAD50. 
Regarding MRE11A and RAD51 genes, any significant results did not 
reveal, but their involvement with breast cancer can not be completely 
excluded because of the small number of samples analyzed.  
  In future the cases will be expanded by extending the analysis to 





























1.1  Tumori Ereditari 
Il cancro è una malattia causata dall’accumulo di un numero critico 
di anomalie genetiche (mutazioni ed alterazioni cromosomiche) e di 
modificazioni epigenetiche in geni che controllano la proliferazione, il 
differenziamento, la morte delle cellule e l’integrità del patrimonio 
genetico cellulare. Attraverso un processo “multistep”, le cellule 
tumorali acquisiscono una serie di proprietà che le rendono 
inizialmente svincolate dai normali meccanismi di controllo di crescita 
cellulare e che, nelle fasi più avanzate, porta alle metastasi, ossia 
all’invasione e colonizzazione di tessuti e organi distanti dalla sede di 
origine del tumore. 
La maggior parte dei tumori (75-80%) sono di tipo sporadico e sono 
causati esclusivamente da mutazioni acquisite in un tessuto nel corso 
della vita.  
In una piccola percentuale di casi (5-10%), la mutazione avviene 
nelle cellule germinali e può essere trasmessa da una generazione alla 
successiva secondo i modelli mendeliani dell’ereditarietà, la modalità 
di trasmissione più comune è quella autosomica dominante. 
Ciò che viene trasmesso non è la malattia ma la mutazione in un 
gene di suscettibilità che conferisce la predisposizione alla patologia. 
L’individuo che eredita l’allele mutato presenta già l’alterazione in 
tutte le cellule dell’organismo ed ha un maggior rischio di sviluppare 
un tumore rispetto alla popolazione generale. 




 età di insorgenza più precoce della neoplasia rispetto ai 
tumori sporadici (di solito prima dei 50anni) 
 bilateralità per gli organi pari 
 sviluppo di più tumori nello stesso soggetto 
 presenza di casi multipli dello stesso tumore o di tumori 
diversi nella stessa famiglia 
 presenza del tumore in più generazioni  
 presenza di forme rare di neoplasie (per esempio il tumore 
della mammella nell’uomo) 
Quando si sospetta che una neoplasia appartenga ad una sindrome 
familiare si valutano una serie di indicatori di ereditarietà sia familiari, 
come il numero, il tipo, e la distribuzione dei casi di tumore, che 
individuali, come l’età il sesso, la presenza di tumori multipli e le 
caratteristiche del tumore. 
I primi geni di predisposizione sono stati identificati tramite analisi 
di linkage e clonaggio posizionale. 
Alcune delle principali sindromi tumorali ereditarie sono: la 
poliposi adenomatosa familiare, la sindrome di lynch, il tumore 







1.2  Tumori    ereditari    della 
mammella e dell’ovaio 
 
Nelle donne il tumore della mammella rappresenta  la neoplasia più 
frequente ed è la seconda più comune causa di morte per cancro. Nel 
mondo occidentale, una donna su otto svilupperà un tumore della 
mammella nella sua vita (J.Ferlay et al, 2010; F.Lalloo et al, 2012). 
Sono noti molti fattori di rischio per tale neoplasia, il primo è 
sicuramente rappresentato dall’età infatti, l’incidenza della neoplasia 
mammaria è estremamente bassa prima dei 30 anni e successivamente 
aumenta linearmente fino agli 80 anni (Key et al, 2001). Anche la 
storia riproduttiva riveste un importante ruolo nel rischio di sviluppare 
il carcinoma della mammella infatti un menarca precoce, una 
menopausa tardiva e l’assenza di figli causano un aumento del rischio, 
mentre l’aver avuto almeno un figlio e l’allattamento al seno sono 
fattori protettivi. (Kelsey et al, 1993). Un ruolo chiave è svolto dagli 
ormoni: nelle donne dopo la menopausa alti livelli di estradiolo nel 
siero sono associati ad un aumento del rischio di sviluppare carcinomi 
mammari (Key et al, 1999). L’estradiolo stimola la mitosi delle cellule 
epiteliali della mammella e questo effetto mitogeno può essere 
amplificato dal progesterone, questo spiega perché le donne con una 
lunga vita riproduttiva, che sono quindi esposte per più tempo ad alte 
concentrazioni di questi ormoni, hanno un rischio maggiore di 
sviluppare il tumore. Infine, anche una dieta ricca di grassi e 




(Thomson et al, 2012), mentre l’esercizio fisico e un elevato consumo 
di vegetali hanno un effetto protettivo (Friedenreich et al, 1998). 
Circa il 70% dei tumori della mammella sono di tipo sporadico, il 
rimanente 30% è di tipo ereditario. 
I carcinomi ereditari della mammella e/o ovaio sono caratterizzati 
dalle seguenti caratteristiche cliniche: 
 Almeno 4 o più membri affetti nello stesso nucleo familiare 
 Età di insorgenza molto precoce rispetto ai casi sporadici  
 Maggior frequenza di neoplasie bilaterali 
 Casi in famiglia di tumori della mammella maschili 
 Associazione tra tumori al seno e all’ovaio 
L’idea che il tumore della mammella potesse avere una componente 
familiare o ereditaria si ebbe già nel 1757 quando Le Dran descrisse il 
caso di una giovane donna di 19 anni affetta da una neoplasia 
mammaria come la nonna e la zia materna che erano morte per la 
stessa patologia (Eisinger et al, 1998). Successivamente nel 1866 
Broca ricostruì l’albero genealogico della famiglia della moglie nella 
quale erano presenti quattro generazioni di donne con carcinoma 
mammario (Broca, 1866). 
Mutazioni nei geni oncosoppressori BRCA1e BRCA2 sono associati 
al 10% dei casi di tumori dell’ovaio e al 3-5% dei casi di tumori della 
mammella( GynecolOncol 113:6-11 2009). In presenza di mutazioni 
sul gene BRCA1 le donne hanno un rischio di sviluppare un tumore 
della mammella pari al 70-80% e un 50% di sviluppare un tumore 




hanno un 50-60% di rischio di sviluppare un tumore della mammella e 
un 30% di sviluppare un tumore dell’ovaio (Roy R. et al, 2012). 
Gli uomini portatori di una mutazione germinale nel gene BRCA2 
hanno un rischio di sviluppare un tumore della mammella maschile 
maggiore rispetto alla popolazione generale (Tai et al, 2007). 
Mutazioni in BRCA2 negli uomini sono anche responsabili di un lieve 
incremento del rischio di sviluppare un tumore della prostata 
(Edwards et al, 2003). 
In aggiunta a questi due geni ne sono stati identificati altri, la cui 
inattivazione conferisce una predisposizione all’insorgenza di un 
tumore della mammella ad esempio: TP53, PTEN, CDH1, CHEK2, 
PALB2 e ATM. 




1.3  Meccanismi di riparazione del 
DNA 
 
Il mantenimento dell’integrità genomica è essenziale per un corretto 
funzionamento cellulare e quindi, per la sopravvivenza di tutti gli 
organismi. Le cellule però, sono costantemente esposte ad agenti 
esogeni ed endogeni che possono indurre danni al DNA e generare 
instabilità genomica. Si stima che, ogni giorno, in ognuna delle circa 
10
13
 cellule del corpo umano avvengano decine di migliaia di eventi 
che danneggiano il DNA (Lindal T, BarnesDE, 2000).  
Molte di queste lesioni possono interferire con alcuni processi 
cellulari quali la replicazione del DNA o la trascrizione, inoltre 
possono essere coinvolte nei processi di cancerogenesi, 
nell’invecchiamento e in altre patologie (Hoeijmakers JH, 2009). 
 Lesioni al DNA includono: modificazioni nucleotidiche, rotture a 
singolo o doppio filamento, legami DNA-proteina. 
Per riparare tali danni al DNA, le cellule hanno sviluppato 
specializzati meccanismi di riparazione. Indipendentemente dal tipo di 
lesione e dal processo necessario per la sua riparazione, le cellule 
iniziano una cascata di eventi noti come risposta al danno al DNA 
(DDR) che sono in grado di riconoscere il danno, segnalare la sua 
presenza e mediarne la riparazione. Per esempio, tale sistema può 
transitoriamente arrestare il ciclo cellulare per permettere un’ 
efficiente riparazione dei danni al DNA prima della replicazione 




danni irreparabili indirizzare le cellule verso l’apoptosi (RichT. et al, 
2000). 
Due delle vie più comuni di riparazione del DNA sono: la 
riparazione per escissione di basi (BER) che attraverso particolari  
DNA glicosilasi riconosce e rimuove basi alterate e la riparazione per 
escissione dei nucleotidi (NER) in cui è coinvolto un complesso multi 
enzimatico che esegue una scansione del DNA alla ricerca di una 
distorsione nella doppia elica. 
Le rotture a doppio filamento del DNA (generate da radiazioni 
ionizzanti, agenti ossidanti, errori di replicazione e altri metaboliti 
cellulari) che rappresentano le lesioni più critiche per le cellule 
vengono riparate attraverso due principali pathways: la 
ricombinazione omologa (HR) e la giunzione delle estremità non 
omologhe (NHEJ). Nel processo di ricombinazione omologa, le 
estremità del DNA danneggiate sono allineate e riunite utilizzando 
l’omologia di sequenza del cromosoma omologo per questo non c’è 
perdita di materiale genetico. Nel sistema delle giunzioni delle 
estremità non omologhe invece, la riunione delle estremità lesionate 
avviene in assenza di omologia c’è quindi una maggiore probabilità 
che al momento della riparazione della rottura vengano persi 
nucleotidi. 
Un altro importante meccanismo di riparazione del DNA è 
rappresentato dal sistema del mismatch repair (MMR) che svolge un 
ruolo essenziale nella correzione di basi non correttamente appaiate. 
Gli appaiamenti errati delle basi sono causati da deaminazioni  




errori durante la replicazione del DNA (Modrich and Lahue, 1996; 
Umar and Kundel, 1996).  
L’ inattivazione del sistema del mismatch repair nelle cellule umane 
è associata a tumori sporadici ed ereditari (KolodnerRD,  Marsischky 
GT, 1999; Modrich P., Lahue R, 1996; Lynch HT, de la Chapelle A, 
1999).  
 
Figura 2 - Meccanismi di risposta ai danni del DNA 
Nell’ambito di tali processi di riparazione del DNA una delle 
proteine che svolge un ruolo chiave nel mantenimento della stabilità 
genomica è BRCA1. Tale proteina, prende parte al processo di 




ricombinazione omologa interagendo sia con il complesso MRN 
costituito dalle proteine MRE11, RAD50 e NBS1 che con RAD51(in 
questo caso, l’interazione è indiretta e mediata tramite BRCA2).  
Inoltre, l’associazione di BRCA1 con molte delle proteine del 
sistema del mismatch repair, MLH1, MSH2, MSH6 a livello del 
complesso BASC può spiegare il suo ruolo nella riparazione 
accoppiata alla trascrizione indotta dagli agenti ossidanti, un processo 
nel quale le basi lesionate vengono preferenzialmente rimosse dal 





















1.4  BRCA1 
 
Il gene BRCA1 è localizzato sul braccio lungo del cromosoma17 
copre una regione di circa 100kb (Miki et al, 1994;Smith et al, 1996) 
ed è costituito da 24 esoni (22 codificanti e 2 non codificanti). La 




Figura 4 - BRCA1 
Il trascritto principale di BRCA1 è di circa 8 kb delle quali circa 
5.5kb codificano per una proteina di 1863 aminoacidi con un peso 
molecolare di circa 207 kDa. 
BRCA1 presenta alcuni motivi altamente conservati: 
 un dominio RING (Really Interesting New Gene) 
all’estremità amino-terminale 
 due domini BRCT all’estremità carbossi- terminale  
Il dominio RING, costituito da un motivo RING finger e due α 





interazioni proteina-proteina infatti, attraverso di esso, BRCA1 
interagisce con la proteina BARD1(formando un dimero con attività 
di ubiquitina ligasi) e con una serie di proteine coinvolte nella 
regolazione del ciclo cellulare (Wang et al,1997). 
Il dominio BRCA1 C-terminale (BRCT) è costituito da circa 100 
aminoacidi ripetuti in tandem, ogni BRCT è costituito da 3 α eliche e 
4 foglietti β. Tale dominio media principalmente l’interazione tra 
BRCA1 e proteine fosforilate da ATM e ATR, chinasi attivate in 
seguito a un danno al DNA (Mohammad  DH, Yaffe MB, 2009). 
La regione aminoacidica compresa tra gli esoni 11-13 contiene sia 
domini di legame per una serie di proteine (retinoblastoma, cMyc, 
Rad50 e Rad51, PALB2) che due segnali di localizzazione nucleare 
(NLS) (Deng Cx,  Brodie SG, 2000). Rispetto ai domini RING e 
BRCT di questa regione si conosce molto poco sulla loro struttura. 
BRCA1 si localizza a livello nucleare attraverso i due segnali  
NLS1 e NLS2  (Thomas et al, 1996; Chen et al, 1996 a,b; Thakur et 
al, 1997), mentre a livello tissutale risulta espressa in diversi tessuti 











L’espressione di BRCA1 varia con le fasi del ciclo cellulare: 
aumenta verso la fine della fase G1, raggiunge un picco all’inizio della 
fase S e poi decade tra la fine della fase S e l’ inizio della fase G2. 
Inoltre, anche l’attivazione di BRCA1 (controllata mediante 
fosforilazione dalle chinasi ATM, ATR e Chk2) è ciclo- cellulare 
dipendente: la proteina è iperfosforilata durante la fase S ed è 
transientemente defosforilata dopo la fase M (Chen et al, 1996).  
BRCA1 è coinvolto in molteplici funzioni sopratutto nell’ambito 
dei processi di regolazione della trascrizione e processamento 
dell’RNA, attività di E3 ubiquitina ligasi, rimodellamento della 






1.4.1  Le mutazioni di BRCA1 
 
BRCA1 è un gene altamente polimorfico, dalla sua scoperta sono 
state annotate nel database BIC (Breast Cancer Information Core) più 
di 1700 varianti uniche (Irwin JJ, 2008). La maggior parte delle 
mutazioni deleterie di BRCA1 portano all’espressione di una proteina 
tronca e non funzionale. 
Tali mutazioni danno luogo all’introduzione prematura di un 




uno slittamento del codice di lettura della proteina, a mutazioni non 
senso e ad alterazioni a livello delle giunzioni esone-introne. 
Lo screening mutazionale del gene BRCA1 è principalmente basato 
sul sequenziamento diretto delle regioni codificanti (Frank et al, 
2002). L’analisi può condurre ai seguenti esiti:  
1. nessuna alterazione nucleotidica  
2. variante patogenetica 
3. polimorfismo o variante neutra 
4. variante di significato clinico incerto (VUS). 
Nel 2008, il  gruppo di lavoro dell’Agenzia Internazionale di ricerca 
sul cancro (IARC) ha proposto un sistema di classificazione delle 
varianti di BRCA1 basato su un modello multifattoriale. Tale sistema 
prevede 5 classi qui di seguito elencate:  
 
CLASSE DI RISCHIO   SIGNIFICATO CLINICO PROBABILITÀ DI  
PATOGENICITÀ 
1 Non patogenetica p< 0.001 
2 Probabilmente non patogenetica 0.001 <p< 0.049 
3 Incerta 0.05 <p< 0.949 
4 Probabilmente patogenetica 0.95 <p<0.99 
5 Sicuramente patogenetica p>0.99 
 








1.4.2  Varianti di significato incerto 
 
Le varianti di significato incerto (VUS) sono mutazioni geniche di 
cui non si conosce l’effetto sulla funzionalità della proteina. Si tratta 
principalmente di mutazioni missenso e dei siti di splicing ma la 
classe delle VUS include anche:mutazioni nelle regioni introniche, 
piccole inserzioni e delezioni, mutazioni sinonime e nelle regioni 
regolatorie.  
È stato stimato che le VUS sono presenti nel circa il 10% della 
popolazione Caucasica che si sottopone a un test genetico per 
BRCA1(Frank et al, 2002). 
Ai fini della determinazione del rischio e della cura preventiva è 
molto importante determinare quali VUS possono causare i tumori. 
Sono stati proposti un grande numero di metodi per discriminare le 
VUS deleterie ad alto rischio da quelle neutrali con un rischio basso. 
I primi tentativi di valutazione del significato clinico delle VUS 
erano basati su:  
 Dati familiari: come la storia familiare e la cosegregazione 
della variante con la malattia all’interno della famiglia. 
 Dati relativi al tumore: come le caratteristiche 
istopatologiche e la perdita di eterozigosità (LOH) 
 Caratteristiche delle VUS: come la frequenza nei casi e nei 
controlli, la co-occorrenza con una mutazione deleteria nello 




aminoacidica, la conservazione aminoacidica tra le specie e 
l’effetto sullo splicing. 
Un passo in avanti è stato lo sviluppo di modelli di classificazione 
multifattoriale per BRCA1 che combinano una serie di caratteristiche 
indipendenti per determinare la probabilità che la VUS abbia le 
caratteristiche di mutazione patogenetica nota (Easton et al, 
2007;Goldgar et al, 2004). 
Ci sono poi tutta una serie di saggi funzionali che servono per 
valutare l’effetto di una VUS di BRCA1 sulla conformazione o sulla 
funzione della proteina tra questi: il saggio di attivazione 
trascrizionale che è stato messo a punto per valutare l’effetto delle 
VUS  localizzate a livello del dominio C-terminale di BRCA1. Tale 
dominio, svolge un importante ruolo come regolatore trascrizionale 
interagendo con l’RNA polimerasi II, con fattori di trascrizione, 
corepressori (Dapic and Monteiro, 2006). Il saggio consiste quindi, nel 
creare un prodotto di fusione tra la regione C-terminale di BRCA1( 
nella forma wild-type e con le varianti da testare) e il dominio di 
legame al DNA GAL4 di lievito o il repressore virale Lex A; ciò che 
si va a valutare è la capacità del costrutto di attivare la trascrizione di 
un gene reporter (Carvalho et al, 2007 b; Phelan et al, 2005; Vallon- 
Christersson et al, 2001). 
Nel 2010 è stato sviluppato un saggio basato sull’osservazione che 
mutazioni deleterie nei domini BRCT conferivano una maggiore 
sensibilità alle proteasi rispetto a BRCA1 wild-type (Williams et al, 
2001, 2003; Williams and Glover,  2003). Questo saggio è in grado di 




ma non riesce a individuare varianti localizzate sulla superficie della 
proteina che non ne influenzano il ripiegamento. Per questo motivo 
questo saggio ha una bassa specificità (Lee et al, 2010).  
Un altro saggio, sfrutta la proprietà del dominio BRCT di interagire 
con proteine fosforilate tramite la sequenza: pSer-x-x-Phe (Botuyan et 
al, 2004; Clapperton et al, 2004; Rodriguez et al, 2003; Shiozaki et al, 
2004; Yu et al, 2003). In questo saggio, il dominio BRCT con le VUS 
da testare è  prima trascritto e tradotto in vitro e poi, vien fatto 
precipitare quindi, si va a valutare se la presenza della VUS altera la 
capacità di legame del dominio. 
Per la classificazione delle VUS di BRCA1 un sistema modello 
molto utilizzato è il lievito Saccharomyce cerevisiaeche, anche se non 
possiede un omologo del gene umano BRCA1 ha numerose proprietà: 
un ciclo vitale breve, non è patogeno, il suo genoma è stato uno dei 
primi ad essere completamente sequenziato, è facilmente 
trasformabile con DNA esogeno e permette la ricombinazione 
omologa di sequenze di DNA. 
Il saggio SCP (Small Colony Phenotype assay) deriva 
dall’osservazione che l’espressione della forma wild-type e di varianti 
non patogenetiche di BRCA1, inibisce la crescita del lievito portando 
alla formazione di colonie di piccole dimensioni (Coyne et al, 2004; 
Humphrey et al, 1997; Monteiro and Humphrey, 1998; Millot et al,  
2011). Questo fenotipo può essere valutato qualitativamente 
osservando le dimensioni delle colonie e quantitativamente 




Nel saggio YLP (Yeast localization Phenotype assay) invece, la 
proteina BRCA1 wt viene fusa alla proteina fluorescente mCherry. 
Questo costrutto di fusione si accumula a livello nucleare in circa 
1/3 delle cellule, frazione che va riducendosi quando le cellule 
esprimono un costrutto diverso costituito dalle varianti di BRCA1. 
In tali condizioni si osserva anche una mislocalizzazione del 
costrutto nel citoplasma (Rodriguez et al, 2004a). 
Nel nostro laboratorio è stato messo a punto un saggio funzionale 
che valuta l’effetto dell’espressione di BRCA1wt  e di alcune varianti 
sulla ricombinazione omologa nel ceppo diploide RS112 di 
S.cerevisiae. E’ stato osservato che l’espressione di BRCA1 wt e di 
alcune varianti neutre non ha effetto sulla ricombinazione mentre 
l’espressione delle varianti patogenetiche induce un aumento 










1.5  MSH6 
 
Il gene MSH6 è localizzato sul braccio corto del  cromosoma 2, 
occupa una regione di 23,8kb ed è costituito da 10 esoni (Palombo, 
F.et al, 1995). 
 
 
La regione del promotore ha un elevato contenuto di isole GpC, 
manca la TATA box e sono presenti sette siti di legame per il fattore 
di trascrizione Sp1 (necessario per il posizionamento della RNA 
polimerasi II a livello del sito di inizio della trascrizione). La regione 
prossimale del promotore inoltre, contiene una serie di siti di legame 
per il fattore di trascrizione ETF. 
La proteina MSH6 ha un peso molecolare di 160KDA ed è 
organizzata in cinque domini: 
1. Dominio di legame al mismatch   (aa362-518) 
2. Dominio di connessione   (aa519-717) 
3. Dominio “leva”    (aa718-934 e aa1009-1075) 
4. Dominio “clamp”    (aa935-1008) 
5. Dominio ABC ATPasico     (aa1076-1355) 




Non presenta un’organizzazione in dominio la regione N-terminale  
che contiene: il sito di legame (PIP motif) per il fattore PCNA, le 
sequenze di localizzazione nucleare e i siti di regolazione post-
taduzionale. 
 
MSH6 si localizza nel nucleo per mezzo di tre sequenze di 
localizzazione nucleare (NLS) (Hernandez-Pigeon H et al, 2004). 
Recentemente, è stata identificata, sempre nella regione N-terminale, 
una sequenza conservata Ser-Pro-Ser che si pensa possa servire come 
segnale di localizzazione alternativo (Knudsen et al, 2009).  Il 
trasporto di MSH6 dal citosol al nucleo avviene solo in seguito 
all’eterodimerizzazione con MSH2 che non possiede segnali di 
localizzazione nucleare: è stato infatti osservato che nelle cellule in 
cui MSH6 non viene espressa, i livelli della proteina MSH2 nel nucleo 
diminuiscono (Christmann M, Kaina B, 2000). 
Le regioni di regolazione post-traduzionale sono rappresentati da 22 
siti di fosforilazione per una serie di fosfatasi tra cui: CK2, CDK, 
MAPK, ATM/ATR. 
Non è ancora chiaro quale sia il significato funzionale del processo 
di  fosforilazione/defosforilazione a livello di ciascun residuo 
aminoacidico, le difficoltà nell’assegnare un preciso significato 
funzionale derivano da difficoltà tecniche di espressione della proteina 




MSH6 nelle cellule di mammifero, dalle caratteristiche della regione 
N- terminale che è particolarmente sensibile all’attività proteolitica e 
dall’instabilità di MSH6 in assenza di MSH2 (Shell SS et al, 2007; 
Kleczkowska et al, 2001). 
L’espressione di MSH6 è ciclo cellulare dipendente: aumenta tra la 
fine della fase G1 e l’inizio della fase S mentre, resta stabile per il 
resto del ciclo cellulare. 
MSH6 partecipa al sistema del Mismatch Repair (MMR) formando 
il complesso MutSα con MSH2, questo eterodimero  è  coinvolto nel 
riconoscimento  di errori (basi mal appaiate e frameshifts dovuti a 
inserzioni e delezioni di1o2nucleotidi) che avvengono durante la 
replicazione del DNA. Sono stati proposti tre modelli che spiegano in 
che modo il complesso MutSα riconosce i mismatch sul DNA e 
promuove il reclutamento delle altre proteine che partecipano al 
processo di riparazione (MutL, EXO1).                                                                                                                       
Modello di Traslocazione: l’idrolisi dell’ATP guida la traslocazione 
del complesso MutSα dal sito del mismatch fino al sito di 
riconoscimento del filamento neo sintetizzato (rappresentato dalle 
rotture a singolo filamento), dove si assemblano successivamente il 
complesso MutL e l’esonucleasi EXO1. 
Modello dello switch molecolare : il legame del complesso MutSα 
al sito del mismatch innesca la transizione ADP→ATP che promuove 
un cambio di conformazione dell’eterodimero in una pinza scorrevole 
in grado di raggiungere il sito di riconoscimento del filamento neo 
sintetizzato (Fishel R., 1998; Gradia S et al, 1997; Jiang J et al, 2005; 




Infine, secondo il modello stazionario l’interazione tra le proteine 
partecipanti al processo di riparazione ( MutSα, MutLα ed EXO1) 
induce la formazione di un loop sul filamento del DNA che avvicina il 
sito del mismatch e il sito di riconoscimento del filamento neo 
sintetizzato. In questo modello, l’attività ATPasica  del complesso 
MutSα è necessaria per la correzione del mismatch e per consentire 
l’escissione dei nucleotidi a valle (Junop MS et al, 2001). 
 
1.5.1  Il ruolo di MSH6 nei tumori 
 
Mutazioni nel gene MSH6 sono coinvolte principalmente nello 
sviluppo di tumori ereditari del colon retto. 
Il cancro ereditario non poliposico del colon (HNPCC) o Sindrome 
di Lynch è una sindrome ereditaria a trasmissione autosomico 
dominante con un’incidenza stimata del 2.8%-3.6% ed una prevalenza 
di 1:500,1:1000 caratterizzata da precoce insorgenza di tumori del 
colon. Si riconoscono due tipi di sindrome di Lynch : 
Tipo1: caratterizzata esclusivamente da carcinomi colorettali 
sviluppati precocemente 
Tipo2: caratterizzata da carcinomi colorettali in associazione a 
carcinomi dell’endometrio, dell’ovaio, della mammella, dello stomaco 
e delle vie epato-biliari. 
La sindrome di Lynch è causata da mutazioni germinali nei geni del 
mismatch repair (MLH1, MSH2, MSH6 e PMS2)(Aarnio M. et al, 




conseguenza l’accumulo di piccole inserzioni e delezioni e di 
mutazioni puntiformi. Le sequenze microsatelliti sono le più sensibili 
a un funzionamento difettoso del MMR e in effetti, i tumori dei 
soggetti HNPCC sono interessati dal fenomeno dell’instabilità micro 
satellitare (MSI) in più del 90% dei casi. Mutazioni nei geni MLH1 e 
MSH2, sono associate al 90% dei casi di Sindrome di Lynch mentre 
mutazioni in MSH6 e PMS2sono associate al 10% dei casi.(Lynch et 
al, 2003). 
Il coinvolgimento di MSH6 nel tumore della mammella è ancora 
poco chiaro. Uno studio caso-controllo del 2010 (Wasielewski M. et 
al, 2010) ha evidenziato un’associazione tra varianti rare del gene 
MSH6 e le neoplasie mammarie. 
Nello studio, sono stati esaminati 136 soggetti affetti da una 
neoplasia mammaria di tipo familiare: 68 affetti da tumore ereditario 
della mammella e del colon (HBCC) e 68 affetti solo da tumore 
ereditario della mammella (non-HBCC). Tutte le famiglie analizzate 
sono state selezionate tra i portatori di mutazioni nei geni BRCA1, 
BRCA2 e CHECK2 (1100 del C) ed equamente suddivise tra i due 
gruppi HBCC e non-HBCC. 
Mentre, il gruppo dei controlli era costituito da 166 individui sani. 
Nel gruppo dei casi HBCC (Hereditary Breast and Colorectal 
Cancer) sono state identificate varianti rare di MSH6 (con una 
frequenza inferiore al 1%) nel 11.8% dei casi, mentre le stesse varianti 
sono state identificate solo nel 1.5% della popolazione dei controlli, 
suggerendo che varianti rare di MSH6sono associate con il tumore 




stata evidenziata nei 68 casi non-HBCC in cui le varianti rare del gene 
sono state ritrovate nel 8.8% dei casi contro l’ 1.4% dei controlli. 
Questi risultati indicano un coinvolgimento del gene MSH6 nel 
tumore ereditario della mammella anche se resta però ancora da capire 
in che modo MSH6 possa contribuire insieme ai geni ad alta 






















1.6  MRE11A e RAD50 
 
MRE11A, RAD50 e NBS1 fanno parte del complesso MRN 
coinvolto nei meccanismi di riparazione delle rotture a doppio 
filamento del DNA. Nel processo di ricombinazione omologa, il 
complesso MRN promuove la resezione nucleotidica dell’estremità 5’ 
del filamento di DNA danneggiato in modo da creare un’estremità al 
3
’
 a singolo filamento(Paull and Gellert, 1998; Mimitou and 
Symington, 2009) su cui poi andranno a legarsi le proteine RPA e 
RAD51, invece nel processo di ricombinazione non omologa (NHEJ) 
MRN è deputato al processamento delle estremità del filamento 
danneggiato che non possono essere ricongiunte per legatura diretta. Il 
complesso MRN interagisce con la proteina BRCA1 nel complesso 
BASC (BRCA1- Associated Genome Surveillance Complex)(Wang et 
al, 2000) di cui fanno parte anche le proteine: MSH2, MSH6, MLH1, 
l’elicasi BLM, la chinasi ATM, il fattore PCNA e il complesso RFC 
Molte di queste proteine sono sensori dei danni  al DNA, altre invece, 
funzionano direttamente nella replicazione del DNA e  nel processo di 
riparazione ad essa associato. 
Il gene MRE11A è localizzato sul braccio lungo del cromosoma 11 









La proteina (708aa) si localizza nei foci nucleari in seguito a danni 
indotti da agenti genotossici sul DNA.  
A livello della regione N-terminale è possibile individuare due 
domini: Nuclease domain (con attività fosfodiesterasica) (Bressan DA, 
1998) e un adiacente DNA capping domain.  
La regione C-terminale invece, è costituita da un motivo idrofobico 
di interazione con RAD50 fiancheggiato da due siti di legame al DNA 




Nel complesso MRN, la proteina MRE11A si trova sotto forma di 
dimero, media il legame di RAD50 e NBS1 e la sua principale 
funzione è l’attività esonucleasica 5’ 3’. Inoltre, MRE11A è in grado di 
processare le strutture harpin e grazie alla sua attività nucleasica, 
rimuove le proteine legate covalentemente sulle estremità del DNA 
(Paull and Gellert, 1998; Connelly et al, 2003). 
Il gene RAD50, è localizzato sul braccio lungo del cromosoma 5 ed 
è costituito da 25 esoni. 
 
       Figura 9 - Domini di MREA11 




La corrispondente proteina (1312aa) è composta da un segmento 
con attività ATPasica bipartito tra la regione ammino e carbossi 
terminale che contengono rispettivamente i domini Walker A e 
Walker B (Hopfner KP et al, 2000). Nella regione centrale della 
proteina invece, tra i due domini Coleid Coil (che contengono i siti di 
legame per MRE11A) è stato identificato un Zinc Hook construt, che 
invece,media la dimerizzazione della proteina, consente la flessibilità 
del complesso e lo mantiene funzionalmente assemblato durante la 
ricombinazione e la riparazione del DNA (D’Amours D. et al, 2002). 
 
Come MRE11A, anche RAD50 si localizza nei foci nucleari in 
risposta a un danno al DNA. 
Nel complesso MRN, RAD50 stimola l’attività nucleasica di 
 MRE11A,  è richiesta per legare l’estremità del DNA e 
sembrerebbe stimolare  anche l’attività di ATM (Lee and Paull, 2005; 
Dupre et al, 2006). 
 
 
1.6.1  Il ruolo del complesso MRN nei tumori 
 
Il ruolo cruciale del complesso MRN nel mantenimento della 
stabilità  genomica risulta evidente  dalle patologie causate da 
mutazioni dei geni MRE11A-RAD50-NBS1. 




Mutazioni germinali in MRE11A sono associate all’ ATLD 
(AtaxiaTelangectasia-Like Disorder) (Stewart GS. et al, 1999) un raro 
disordine recessivo caratterizzato da progressiva atassia cerebellare, 
disartria, anomalie dei movimenti oculari e assenza di teleangectasia. 
Inoltre, difetti nel gene MRE11A possono essere responsabili di un 
gruppo di patologie di carattere recessivo che coinvolgono reni, retina 
e cervello. Una mutazione troncante in omozigosi è stata trovata in 
pazienti con ipoplasia del verme cerebellare, atassia e disartria (Chaki 
M et al, 2012). 
Mutazioni germinali nel gene NBS1 sono invece associate alla 
sindrome di Nijmen (NBS) caratterizzata da microcefalia, frequenti 
infezioni alle vie respiratorie e un aumentato rischio di sviluppare 
tumori (Varon R. et al, 1998; Carney JP et al, 1998). 
Mentre, mutazioni germinali in RAD50 non sono ancora state 
associate a disordini genetici nell’uomo anche se, nel topo, alcune 
mutazioni germinali di RAD50 portano a difetti nella crescita e a una 
predisposizione ai tumori (Bender CF. et al, 2002). 
Inoltre, sono state identificate una serie di mutazioni nei geni 
MRE11A, RAD50 e NBS1 in alcune forme di tumori sporadici 
(Giannini et al, 2002, 2004; Angele et al, 2003; Lu et al, 2006). 
Da recenti studi è emerso che,  questo complesso potrebbe avere 
anche un ruolo nella progressione del tumore della mammella e/o 
dell’ovaio. In particolare, è MRE11A il gene candidato. 
In uno studio del 2012, è stata esaminata l’espressione di MRE11A 
nei tessuti tumorali di un gruppo di pazienti con carcinoma della 




69.3% mostrava un’alta espressione e il 30.7% una bassa espressione. 
L’alta espressione di MRE11A  è stata associata ad un tumore invasivo 
e resistenza alla radio e chemioterapia. 
Nello studio, sono stati poi valutati  gli effetti di una 
overespressione e della inattivazione del gene. Ciò che è emerso è che 
l’overespressione nelle linee cellulari utilizzate promuove la 
proliferazione cellulare attraverso la via STAT3, inibisce l’apoptosi, 
facilita il processo metastatico mentre, l’inattivazione del gene porta 
ad un effetto opposto. In questo contesto quindi, MRE11A potrebbe 
essere considerata come un onco proteina implicata nella progressione 

















1.7  RAD51 
 
Il gene RAD51 è localizzato sul braccio lungo del cromosoma 15 
(Takahashi, Matsuda et al, 1994), copre una regione di circa 30kb ed è 
costituito da 10 esoni. L’esone 1 è non codificante, contiene isole 
CpG,  siti di riconoscimento per i fattori di trascrizione Sp1 e non 








RAD51 possiede 11 trascritti alternativi: quello principale  è di 
2266 bp e codifica per una proteina di 339 aminoacidi costituita da 
due domini : un dominio N-terminale ( aa 1-95) e uno C-terminale (aa 
96-339) (Shinohara et al, 1993). 
La regione N-terminale forma un dominio compatto costituito da 5 
α eliche e presenta il sito di legame al DNA ( Hideki A. et al, 1999). 
Il dominio C-terminale, invece, contiene due motivi che sono 
conservati nel lievito e nei batteri: Walker A e Walker B in grado di 
legare e promuovere l’idrolisi dell’ATP (Walker JE. et al, 1982). 




Il legame dell’ATP è necessario per l’assemblaggio e la 
stabilizzazione della proteina sul filamento di DNA mentre l’idrolisi 
dell’ATP  ne promuove il disassemblaggio. 
Inoltre, a livello del dominio C-terminale è presente il segnale di 
localizzazione nucleare. 
 
RAD51 si localizza a livello nucleare e citoplasmatico: in risposta a 
un danno al DNA la proteina  è traslocata dal citosol al nucleo ( Haaf, 
Golub et al, 1995) dove colocalizza a livello dei foci nucleari con 
BRCA1 e  BRCA2 (Scully et al, 1997b). L’interazione con BRCA2 è 
diretta e mediata dai BRC repeats localizzati a livello dell’esone 11 di 
BRCA2 mentre la regione aminoacidica compresa tra i residui 758-
1064 di BRCA1 è stata riportata come sito di legame per 
RAD51(Scully et al, 1997). Non è comunque chiaro se l’interazione 
tra RAD51 e BRCA1 sia diretta o mediata da BRCA2: esperimenti di 
co-immunoprecipitazione rivelano un’interazione debole tra BRCA1 e 
RAD51 che non è stata ancora confermata dai saggi di doppio ibrido. 
 A livello tissutale invece, la proteina RAD51 risulta altamente 
espressa nel timo e nei testicoli, è invece espressa molto debolmente a 
livello delle cellule della mammella. 




L’espressione di RAD51  è regolata in funzione del ciclo cellulare: 
nelle cellule in divisione il picco massimo si raggiunge tra la fase S e 
la fase G2 ( Flygare, Benson et al, 1996; Yamamoto, Taki et al, 1996).  
RAD51 è una ricombinasi coinvolta nel processo di riparazione 
delle rotture a doppio filamento del DNA per ricombinazione omologa 
(HRR) in tale meccanismo, RAD51 guida l’estremità 3’del filamento 
di DNA danneggiato alla ricerca della sequenza omologa sul duplex 
(Sung P.,1994), si viene a formare una struttura di Holliday  singola o 
doppia, a seconda che una singola o entrambe le estremità al 3’ si 
integrano nel duplex omologo e spiazzano il filamento complementare 
formando una struttura detta “D-loop”. 
L’attività di Rad51 in queste fasi è supportata dall’attività di 
proteine accessorie: Rad52 e Rad54. 
RAD51 ha cinque geni paraloghi: XRCC2-XRCC3 (XRCC= ability 
to complement X-raysensitivity), RAD51L1/B, RAD51L2/C, 
RAD51L3/D, principalmente coinvolti nel processamento della 
giunzione di Holliday; la regione conservata tra queste proteine è il 




1.7.1  Il ruolo di RAD51nei tumori 
 
Da una serie di studi condotti su linee cellulari tumorali umane 




cellulari sono più elevati rispetto al fenotipo wild-type (Xia, Shammas 
et al, 1997; Raderschall, Stout et al, 2002). Questa overespressione 
della proteina, induce un aumento degli eventi di ricombinazione che 
contribuiscono quindi, all’instabilità genomica e all’eterogeneità 
genetica delle cellule tumorali. Inoltre, una serie di studi suggeriscono 
che l’overespressione di RAD51 può aumentare la resistenza cellulare 
alle radiazioni e ad alcuni chemioterapici (Maacke, Jost et al, 2000; 
Henning and Sturzbecher,  2003; Qiao, Wu et al, 2005), come questo 
accada è ancora poco conosciuto, una possibile spiegazione è che un’ 
aumentata capacità di riparare le rotture a doppio filamento sia 
responsabile della radioresitenza. Questa overespressione della 
proteina è stata ritrovata in vari tipi di tumori:pancreas, prostata, 
cervice uterina e sindrome di Bloom,  (Magnusson, Sandstrom et al, 
2000; Raderschall E et al, 2002). 
Il coinvolgimento di RAD51 nel tumore della mammella è 
supportato da una serie di evidenze tra cui: 
 la perdita di eterozigosità della regione cromosomica in cui 
mappa RAD51 osservata nel 70% dei casi familiari e nel 
32% dei casi sporadici di tumore della mammella (Takahashi 
E. et al, 1994; Wick W et al, 1996; Gonzalez et al, 1999) 
 l’overespressione di RAD51 nei tumori della mammella più 
invasivi (Maacke et al, 2000) 
 gli  indici di letalità di  topi knockout per RAD51(RAD51--) 




In un recente studio (Wiegmans et al, 2014) è stata valutata 
l’espressione della proteina RAD51 in 235 casi di tumori della 
mammella  sporadici (121 di tipo duttale e 114 di tipo lobulare): in 28 
casi di tumori della mammella di tipo lobulare metastatico è stato 
osservato che  in 7 pazienti vi era  un aumento dell’espressione della 
proteina rispetto ai corrispondenti tumori primari. Inoltre, in 23 
pazienti che presentavano: carcinoma in situ, carcinoma invasivo e 
linfonodi metastatici, i livelli di RAD51 aumentavano nelle lesioni di 
stadio più alto. Infine, in 17 su 39 casi affetti da una neoplasia 
mammaria di tipo duttale e con metastasi cerebrali, si osservava un 
aumento di espressione di RAD51 rispetto al tumore primario. Dalla 
correlazione tra i livelli di espressione di RAD51e le caratteristiche 
clinico-patologiche è emerso che nel 52% dei casi  vi era 
un’associazione tra alti livelli di RAD51 e una più alta aggressività 
della malattia (insorgenza precoce, alto indice di proliferazione, 
lesioni di alto grado, overespressione di HER2, assenza dei recettori 
ormonali(ER/ PR) e fenotipo triplo negativo). Nello stesso studio è 
stata inoltre osservata un’alta espressione di RAD51 nei tumori che 
presentavano mutazioni in TP53. Sulla base di questi risultati, 
successivamente, sono stati indagati gli effetti dell’inattivazione 
dell’espressione della proteina RAD51 attraverso l’utilizzo della linea 
cellulare 4T1.2 ingegnerizzata con un shRNA per RAD51, regolato 
attraverso la doxiciclina. Tali cellule così ingegnerizzate sono state 
impiantate in un modello animale di tipo murino e successivamente 
valutati gli effetti dell’espressione di tale linea cellulare rispetto a una 




cellule 4T1.2 porta a un ritardo nella crescita del tumore primario in 
vivo rispetto al controllo (dove RAD51 è espresso) in cui si osservano 
metastasi diffuse. Questo dimostra per la prima volta, un 
coinvolgimento di RAD51nella metastatizzazione. 
In uno studio precedente (Sassi A. et al, 2013) sono stati invece 
selezionati due polimorfismi del gene RAD51 : c-61 G>T 
(rs1801321),  g.38922G>C (rs 4417527) e analizzati attraverso uno 
studio di tipo caso-controllo per ricercare un’eventuale associazione 
tra l’essere portatori di tali variazioni e un rischio più elevato  di 
sviluppare un tumore della mammella rispetto alla popolazione 
generale.  
Il campione dei casi era rappresentato da 304 donne affette da 
tumore della mammella di tipo sporadico con età media di 60 anni 
mentre, il campione dei controlli era costituito da 319 donne sane. 
Il polimorfismo c-61 G>T si trova nella regione regolatoria 5’UTR 
del gene: mutazioni in tale regione potrebbero influenzare  la stabilità 
dell’mRNA e l’efficienza della traduzione portando a cambiamenti dei 
livelli della proteina nelle cellule. 
Il polimorfismo g.38922 C>G è localizzato nell’introne 10 del gene 
in cui sono presenti i siti di riconoscimento per il processo di splicing 
quindi, mutazioni in questa regione potrebbero influenzare la 
funzionalità della proteina. 
Dall’analisi statistica condotta è risultata un’associazione tra i due 
polimorfismi e il rischio di sviluppare una neoplasia mammaria. 
In questo studio è stata anche messa in evidenza la correlazione tra 




caratteristiche del tumore ad esempio il genotipo T/G del 
polimorfismo c-61 G>T è associato con i tumori che esprimono il 
recettore del progesterone e con la capacità del tumore di 
metastatizzare. Alla luce di questo studio è evidente che la variabilità 


























Questo progetto di tesi rientra nell’ambito di uno studio che ha 
come obiettivo, quello di determinare quali, tra i partner del gene 
BRCA1coinvolti nei processi di riparazione del DNA, possono 
contribuire all’insorgenza e alla progressione del tumore ereditario  
della mammella e/o dell’ovaio. 
 Un ottimo sistema modello per la determinazione del ruolo dei 
pathways di riparazione del DNA nell’instabilità genomica indotta da 
BRCA1è il lievito Saccharomyces cerevisiae che, pur non avendo il 
gene omologo di BRCA1 conserva gli stessi pathways di riparazione 
presenti nell’uomo. 
Lavori precedenti hanno valutato gli effetti di BRCA1wt e di alcune 
VUS sulla ricombinazione omologa e mutazione genica nel ceppo 
aploide RSY6. 
Il saggio di ricombinazione è stato condotto su ceppi deleti per 
specifici geni (msh6,mre11,rad50,rad51) coinvolti nella riparazione 
del DNA e in cui erano state espresse la proteina BRCA1nella forma 
wild-type e con le VUS. 
Le VUS di BRCA1 testate nel saggio sono le seguenti: p.N132K, 
p.Y179C, p.N550H, p.Q804H, p.S1040N, p.S1140G, p.R1495M, 
p.M1652I e p.A1789T. 
I risultati di tali saggi hanno evidenziato un cambiamento nella 
frequenza di ricombinazione omologa e mutazione genica. 
Questi dati suggeriscono che i geni MSH6, MRE11A, RAD50 e 





Sulla base di questi risultati, lo scopo di questa tesi è valutare 
tramite next generation sequencing, lo stato mutazionale dei geni 
suddetti nei tessuti tumorali di pazienti affetti da HBOC (Hereditary 
Breast and Ovarian Cancer) e carrier di VUS di BRCA1. L’ipotesi è 
che mutazioni in questi geni a livello dei siti di interazione con 


































3.1  Pazienti sottoposti all’analisi 
mutazionale 
 
Per questa analisi, sono state selezionate 13 pazienti affette da 
tumore ereditario della mammella e portatrici di VUS nel gene 
BRCA1. 
PAZIENTE PATOLOGIA Istotipo VUS (BRCA1) 




















































                                                





3.2  Estrazione del DNA  
3.2.1  Estrazione del DNA da tessuto incluso 
in paraffina 
 
L’estrazione del DNA da tessuto incluso in paraffina è stata 
effettuata utilizzando il kit Machery-Nagel. 
Dal tessuto incluso in paraffina sono state preparate 10 sezioni da 
10μm ciascuna e una sezione da 4μm per la colorazione con 
ematossilina eosina. 
Tale sezione è stata analizzata da un anatomo patologo per 
delineare l’area tumorale, quindi, le sezioni da 10μm sono state micro 
dissezionate manualmente. 
Il tessuto dissezionato è  sottoposto a sparaffinatura con 1mL di 
xilene,  due lavaggi in etanolo (per eliminare i residui di xilene)  e 
disidratato prima di procedere con l’estrazione del DNA. 
Il pellet ottenuto da questa prima fase è trattato con un buffer di 
pre- lisi e con la proteinasi K e lasciato in incubazione overnight a 56º. 
Dopo l’incubazione viene aggiunto il buffer di lisi e l’etanolo. Questa 
miscela viene quindi trasferita su delle apposite colonnine fornite dal 
kit e centrifugata per 1min. Seguono due lavaggi con due differenti 





3.2.2  Estrazione del DNA da sangue 
periferico 
 L’estrazione del DNA da sangue periferico è stata effettuata 
utilizzando il kit QIAamp Blood Mini Kit (Qiagen). 
Un’aliquota di campione (200μL) è sottoposta al trattamento con 
proteinasi K per la degradazione delle proteine. Alla fase di lisi 
cellulare segue il trattamento del campione in etanolo per la 
precipitazione del DNA e  due passaggi di purificazione attraverso 
l’utilizzo di buffer AW(1 e 2) e colonnine fornite dal kit. 
Al termine della purificazione, il DNA adeso alla matrice della 




3.3  Analisi mutazionale 
attraverso la tecnologia IonTorrent 
 
Per l’analisi mutazionale è stata utilizzata la tecnologia IonTorrent 
che consente un sequenziamento parallelo massivo di molecole di 
DNA. 
Tale sistema, sfrutta la tecnologia dei semiconduttori coniugata al 
principio biochimico in base al quale, quando un singolo nucleotide è 




DNA a doppia elica, viene rilasciato uno ione idrogeno come 
sottoprodotto. 
 La metodologia, è incentrata sull’impiego di un chip 
semiconduttore ad alta densità con micro pozzetti all’interno dei quali 
questo processo di sintesi (e conseguente rilascio di ioni idrogeno) 
viene ripetuto ciclicamente. 
In ogni micro pozzetto del chip viene caricata una molecola di 
templato e, il sensore in esso presente rileverà le variazioni di pH 
dovute al rilascio di ioni idrogeno dalle reazioni di polimerizzazione. 
Di conseguenza, l'informazione viene convertita da chimica a digitale. 
I nucleotidi vengono forniti uno alla volta: se il nucleotide aggiunto 
al sistema non viene incorporato nella molecola di DNA neo 
sintetizzata, in quanto non complementare al templato contenuto nel 
micropozzetto, non verrà prodotta nessuna modifica del pH e di 
conseguenza, nessuna modifica del voltaggio. Quando invece, il 
nucleotide fornito è complementare alla catena in crescita la 
variazione di pH dovuta al rilascio dello ione idrogeno viene rilevata 
come cambiamento di voltaggio e il sistema assegnerà a quella 
particolare variazione una base nucleotidica. 
Le varie fasi in cui si articola il sistema sono le seguenti:  
1. Preparazione di una library di DNA 
2. PCR in emulsione su apposite sfere 
3. Selezione e arricchimento delle sfere su cui si sono legati gli 
ampliconi 
4. Caricamento delle librerie amplificate sul chip e 




3.3.1  Disegno dei primer 
 
I primer utilizzati per l’amplificazione dei geni in esame, sono stati 
disegnati utilizzando il software Ion Ampliseq designer 
(https://www.ampliseq.com) che permette di selezionare una serie di 
opzioni in base al tipo di studio che si vuole intraprendere. 
Dopo aver selezionato i geni e la regione bersaglio costituita dalle 
regioni codificanti e dalle giunzioni introne-esone, è stato scelto il 
“tipo” di DNA utilizzato per l’analisi che in questo caso è FFPE DNA 
(che differisce dallo STANDARD DNA per l’ampiezza degli 
ampliconi risultanti:150bp per il primo, 200bp per il secondo). 
Il risultante pannello da noi richiesto è costituito da 163 coppie di 
primer suddivisi in due pool: 83 coppie di primer per il primo e 80 
coppie di primer per il secondo. La regione target coperta è di 12,07 
kb che corrisponde al 93,56% di quella desiderata. 
Nella tabella sottostante sono mostrate, per ogni singolo gene, le 
principali caratteristiche del pannello utilizzato: 
Gene Target (bp) Missed (bp) Covered % 
MSH6 4193 182 95,66 
MRE11A 2336 148 93,66 
RAD50 4214 316 92,05 
RAD51 1331 132 90,08 
 





3.3.2  Preparazione delle librerie di DNA 
  
Per ogni reazione di amplificazione, sono stati utilizzati campioni di 
DNA ad una concentrazione di 10ng/μL. 
La prima fase consiste nell’allestire una PCR per ogni pool di 
primer utilizzando la seguente miscela di reazione: 
 5x Ion Ampliseq HiFi Master Mix:  4μL 
 2x Ion Ampliseq Primer Pool:   10μL 
 DNA:      Y μL 
 Acqua sterile:     (6-Y) μL 
 Volume finale:     20μL 
e seguendo le condizioni di reazione qui di seguito mostrate: 
 





Il numero dei cicli è settato in base alle coppie di primer per pool e 
alla qualità del DNA utilizzato (Standard DNA o FFPE DNA). 
Gli ampliconi ottenuti in questa fase, vengono trattati con il 
reagente FuPa che digerisce e fosforila le estremità degli ampliconi. 
A questo punto, alle estremità degli ampliconi  generati vengono 
legati, tramite la DNA ligasi, due adattori:  P1 e A (che saranno 
necessari per la fase della PCR in emulsione) . L’adattatore P1, servirà 
per il legame dei singoli ampliconi alle sfere, mentre, l’adattatore A 
sarà necessario per il legame dei primer. Il sistema, permette di 
assegnare a ciascun campione di DNA un codice identificativo o 
barcode (che è associato all’adattore A) consentendo quindi, l’analisi 
di più campioni in un’unica corsa di sequenziamento. 
La miscela di reazione contenente gli ampliconi è sottoposta a una 
fase di purificazione con le biglie Agencourt AMPure, in grado di 
legare ampliconi con grandezza maggiori di 100bp, tutto ciò che non 
si legherà alle biglie (primer, sali, nucleotidi, enzimi) sarà eliminato 
con due lavaggi in etanolo al 70%. 
 
 





L’ultimo step consiste nell’amplificare le librerie purificate nel 
passaggio precedente utilizzando le seguenti componenti: 
 Platinum PCR SuperMix High Fidelity 
 Library Amplification Primer Mix 
A questo punto, il protocollo (Ion Ampliseq Library Preparation) 
prevede due cicli di purificazioni sempre utilizzando il sistema delle 
biglie e dei lavaggi in etanolo al 70%. 
Al termine delle purificazioni, le library vengono eluite con il 
buffer Low Te. 
 
 
Figura 16– Preparazione della libreria di DNA 
 
Le librerie così amplificate dovrebbero avere una concentrazione 




lo strumento Bioanalyzer che si basa sul principio dell’elettroforesi 
capillare: i campioni di DNA da analizzare vengono caricati su un 
chip costituito da micro pozzetti in cui viene inserita una matrice e un 
fluorocromo a cui il DNA si intercala e separati mediante una corsa 
elettroforetica. Al termine della corsa elettroforetica i campioni sono 
letti in base alla loro fluorescenza e tale informazione è tradotta in una 
tipica immagine di gel elettroforesi e in elettroferogrammi. Oltre ad 
avere un’informazione quantitativa, il bioanalyzer fornisce anche 
un’informazione qualitativa permettendo di discriminare campioni in 
cui  è avvenuta l’amplificazione da campioni non amplificati e in cui è 
presente solo DNA genomico. Due esempi esplicativi sono mostrati 
nelle seguenti figure: 
 
 







Figura 18– Library di DNA di scarsa qualità. Presenza di DNA genomico 
 
Dopo la quantificazione le librerie vengono diluite a 100pM. 
Avendo assegnato a ciascun campione uno specifico barcode, dopo 





3.3.3  PCR in emulsione e selezione delle sfere 
amplificate 
 
La PCR in emulsione che produce un’amplificazione clonale dei 
singoli ampliconi su apposite sfere (Ion One Touch 200 Sphere 





La reazione di amplificazione avviene a livello di gocce di 
emulsione acqua/olio. Questa emulsione viene preparata miscelando 
l’Ion One Touch Reaction Oil e l’Amplification solution (composta 
da: Acqua sterile, Ion One Touch Reagent Mix, Ion One Touch 
Enzyme Mix, Ion One Touch 200 Ion Sphere Particles e dalla libreria 
diluita) e poi, caricata su di una colonnina con alla base un filtro 
attraverso cui vengono generate microscopiche “gocce di reazione” 
che, nelle condizioni ideali dovrebbero  contenere una singola sfera e 
un singolo amplicone in modo da ottenere un’amplificazione 
monoclonale. Tali gocce attraversano una piastra di amplificazione 
dove avviene la PCR in emulsione. Le condizioni di reazione 
prevedono circa 60 cicli di PCR a due differenti gradienti di 
temperatura (95ºC e 64ºC). 
 





Al termine di tale amplificazione, tramite l’Enrichment system 
vengono selezionate solamente le sfere su cui ciascun amplicone si 
sarà legato e amplificato. Questa selezione avviene tramite l’utilizzo 
di biglie magnetiche di streptavidina che hanno affinità per le 
estremità biotinilate degli ampliconi. Una fase di denaturazione che 
avviene tramite un lavaggio con NaOH provvede a staccare le biglie 
di streptavidina dalle ISP amplificate. 
 









3.3.4  Sequenziamento 
 
Il sequenziamento è stato effettuato utilizzando lo strumento Ion 
PGM (Personal Genome Machine). Prima del caricamento del 
campione sul chip è prevista una fase di lavaggio con una soluzione 
contenente clorito e successivamente una fase di inizializzazione dello 
strumento necessaria per la taratura del pH delle soluzioni utilizzate 
per il sequenziamento. 
Per questo studio, sono stati utilizzati chip 316costituiti da 6 milioni 
di pozzetti e in grado di produrre fino a 100Mb di sequenza. 
Dal momento che, per ogni campione di DNA vengono prodotte 
con il pannello disegnato per questo lavoro,12,07 kb di sequenza, su 
ogni chip sono stati caricati fino a un massimo di 8 campioni. 
 
 




3.3.5 Analisi dei dati 
 
Al termine della corsa di sequenziamento, tramite il software 
Torrent Browser è possibile procedere con l’analisi bioinformatica 
dei dati. Dalla sezione “Plugin” si accede ad una serie di comandi 
tra cui: 
 Alignment 
 Coverage Analysis 
 VariantCaller 
 IonReporterUploader 
 L’allineamento è il processo attraverso cui le “reads” di sequenza, 
vengono allineate a un genoma di riferimento; per i fini di questa 
analisi, l’allineamento è stato effettuato contro la sequenza del 
genoma umano di riferimento hg19. 
I dati ottenuti dall’allineamento vengono salvati nei formati: BAM 
(Binary sequence Alignment Map) e BAI (Bam Index).  
Il formato BAM rappresenta il formato di codifica per i file 
SAM(Sequence Alignment/Map) :formato standard di riferimento per 
il salvataggio dei dati ottenuti dall’allineamento. Il formato BAI 
rappresenta invece,  il file index del formato BAM. 
La Coverage Analysis viene effettuata scegliendo la regione target 
verso cui si vuol fare tale analisi e produce un report che descrive dati 
sul “coverage” ovvero,sul  numero di volte in cui una sequenza viene 
letta. Per l’analisi dei geni sottoposti ad analisi in questa tesi, la 




La Variant Caller permette di individuare variazioni nucleotidiche 
delle sequenze in esame rispetto a una  sequenza genomica target di 
riferimento (rappresentata dalla sequenza FASTA dei geni in esame)  
.Tale analisi genera un file VCF (Variant Caller Format): file di testo 
specifico per la memorizzazione di variazioni di sequenza,  sviluppato 
dal consorzio 1000 genomi in seguito allo sviluppo della next 
generation sequencing. 
 Per individuare mutazioni somatiche, il sistema di default ,imposta 
tra i valori con cui verrà condotta l’analisi un MAF(Minum Allele 
Frequency) di 0,02 per gli SNP e 0,05 per le inserzioni e delezioni. 
L’Ion reporter è il software utilizzato per l’annotazione delle 
varianti. Il primo step per effettuare un’analisi, è la creazione di un 
workflow successivamente, vengono “sottomessi” i file BAM per 
ciascun campione su cui si vuol effettuare l’analisi. Il software 
elaborerà tali file in base al workflow creato. 
Il file che viene prodotto al termine dell’analisi contiene una serie 
di informazioni relative a ciascuna variante individuata: posizione 
cromosomica, tipo di mutazione e relativa codifica, coverage, i valori 
di predizione sift e polyphen. 
 L’algoritmo Sift (Sorting Intolerant From Tolerant) è in grado di 
predire se una determinata sostituzione aminoacidica possa alterare la 
funzionalità della proteina utilizzando come parametri di predizione 
l’omologia di sequenza e l’analogia fisico-chimica degli aminoacidi. 
Per ogni sostituzione aminoacidica, tale algoritmo assegna un 




variazioni “tollerate”, mentre variazioni con valori prossimi a 1 sono 
predette deleterie. 
L’algoritmo Polyphen(Polymorphism Phenotyping) utilizza come 
parametri di predizione per distinguere variazioni deleterie da quelle 
neutre  sia l’omologia di sequenza che un set di regole empiriche 
basate sulla struttura della proteina e su informazioni filogenetiche. 
Lo score di patogenicità assegnato da Polyphen è il seguente: 
 Probably damaging > 0.85 
 Possibly damaging 0.85-015 
 Benign < 0,15 
Le variazioni nucleotidiche così identificate, sono state poi 
visualizzate attraverso il software IGV (Integrative Genomics Viewer) 
che permette di confermare se una determinata variazione nucleotidica 
individuata , sia reale o un falso positivo derivante dai possibili  errori 





3.3.6  Analisi del report di sequenziamento 
 
Il report di sequenziamento fornisce una serie di informazioni qui di 
seguito descritte: 
Total Bases:rappresenta il numero 
di coppie di basi che sono state 
sequenziate. 
ISP Loading: indica il numero  di 
micropozzetti del chip che 
contengono una ISP(Ion Sphere 
Particle); tale informazione è 
tradotta in forma grafica e riportata 
nell’immagine ISP density. Nel 
caso qui riportato, è stata ottenuta 
un’ ottima percentuale di 
caricamento e, anche il numero di coppie di basi sequenziate rientra 













Total Reads: indica il numero di 
letture complessive che la corsa di 
sequenziamento ha prodotto. 
Enrichment: rappresenta la 
percentuale di sfere ISP “arricchite”. 
Una percentuale del 100% significa 
che su tutte le sfere  caricate si è 
legato un amplicone. 
Il sistema è anche in grado di 
determinare tra queste “sfere 
arricchite”,  la percentuale di sfere 
monoclonali e policlonali: un 20% di policlonalità è un valore 
accettabile.  Valori elevati di sfere policlonali sono dovuti a una 
concentrazione troppo alta delle librerie di partenza tale che, al 
momento della PCR in  emulsione, nelle “gocce di reazione” non si 
crea la corretta  proporzione 1sfera:1 amplicone; si vengono invece a 
trovare ampliconi diversi nella stessa microcamera di reazione. 












Questo istogramma, mostra la 
lunghezza delle “reads” prodotte 
dal sequenziamento. 
Come si può osservare, per 
questa analisi, è stata ottenuta 
una lunghezza media  di 100bp.  
Tale valore, seppure inferiore al 
range di 125-175bp (che 
rappresenta l’ampiezza degli 
ampliconi risultanti 
dall’amplificazione con i primer disegnati per questa analisi) può 
considerarsi accettabile dal momento che è stato utilizzato  un DNA 
estratto da paraffina che  è altamente degradato. 
 
L’Alignment Quality  fornisce 
informazioni sulla qualità 
dell’allineamento (che nel caso 
qui rappresentato è stato 
condotto utilizzando come 
sequenza di riferimento il 
genoma umano hg19) misurata 
attraverso tre parametri: AQ17, 
AQ20, Perfect.  
AQ17 e AQ20 (Quality Following Alignment17/20) forniscono un 
dato relativo all’allineamento con una stima di errore rispettivamente 




Perfect fornisce  un dato nella condizione in cui le sequenze in 
esame sono perfettamente allineate alla sequenza di riferimento. 
La tabella  sottostante invece, mostra  per ogni singolo campione, i 
risultati della coverage analysis (effettuata contro la sequenza FASTA 
dei geni in esame) 
 
 
Le Mapped Reads e Mean Depth rappresentano rispettivamente il 
numero totale e la copertura media  di letture che la corsa di 
sequenziamento ha prodotto. Ai fini di questa analisi, questi due dati 
sono particolarmente importanti perchè, volendo individuare 
mutazioni somatiche che, nei campioni tumorali possono essere 
presenti ad una frequenza molto variabile a causa dell’eterogeneità 
tumorale, è stata richiesta una copertura media di sequenziamento di 
1000-1500x. Nel caso specifico mostrato nella tabella, ad esempio, 
sono state esclusi dall’ analisi e ripetute successivamente i campioni 
10-11-12  che non avevano sufficienti reads per poter considerare 





3.4  Sequenziamento di Sanger 
Per la conferma delle varianti ottenute tramite next generation 
sequencing è stata utilizzata la tecnica di sequenziamento di Sanger. 
Tale metodica si basa sull’utilizzo di dideossiribonucleotidi 
trifosfato (ddNTPs) che mancano del gruppo idrossile al 3
'
. Questi 
nucleotidi modificati impediscono la progressione della sintesi del 
filamento nel quale vengono incorporati  poiché, mancando del 
gruppo –OH al 3’ non possono formare il legame fosfodiesterico con 
il carbonio al 5’ del nucleotide successivo.  
I 4 ddNTPs sono marcati con fluorocromi diversi. 
Il risultato della reazione di sequenziamento è quindi una serie di 
frammenti di lunghezza diversa analizzabili tramite elettroforesi 
capillare ognuno dei quali termina con un ddNTPs che può essere 
riconosciuto grazie alla fluorescenza emessa. 
 
 
3.5  Digital PCR 
La Digital PCR è stata utilizzata per confermare mutazioni 
individuate a una bassa frequenza. Tale tecnica è altamente sensibile e 
specifica e consente di individuare mutazioni rare. La Digital PCR si 
basa sull’utilizzo di due primer (forward e reverse) in grado di 
amplificare la regione target di interesse e due sonde allele specifiche 
marcate all’estremità 5’ con un fluorocromo ( VIC dye per l’allele 




quencer non fluorescente  in grado di silenziare il reporter 
fluorescente. La reazione di amplificazione avviene a livello di singole 
gocce di emulsione: una delle due sonde si legherà specificamente alla 
sua sequenza complementare, la DNA polimerasi durante la reazione 
di polimerizzazione taglierà la sonda legata alla sequenza target, in 
questo modo, il reporter fluorescente verrà separato dal quencer e 










3.6  MLPA  
La metodica MLPA (Multiplex Ligation-dependent Probe 
Amplification) permette di rilevare perdite o acquisizioni nel numero 
di copie di sequenze del DNA in esame. Il principio su cui si basa tale 
tecnica è l’amplificazione simultanea di sonde ibridate su regioni 
target di interesse. Ciascuna sonda MLPA è costituita da un 
oligonucleotide sintetico e un oligonucleotide derivato da DNA fagico 
M13. L’oligonucleotide sintetico contiene una sequenza universale 
all’estremo 5' (sequenza Y) e una regione complementare alla 
sequenza target all’estremo 3'. L’altro oligonucleotide contiene una 
regione complementare alla sequenza target all’estremo 5', una 
sequenza sintetica detta stuffer di lunghezza variabile, per analisi 
contemporanea di più target, e una sequenza universale (sequenza X) 
all’estremo 3'. Gli oligonucleotidi che si ibridano alle sequenze target 
vengono uniti mediante una ligasi termostabile e amplificati 
contemporaneamente con una sola coppia di primer grazie alla 
presenza al 3' e 5' di sequenze universali. Gli amplificati ottenuti che 
differiscono per la lunghezza della sequenza stuffer possono dunque 































Lo studio all’interno del quale si inserisce questo progetto di tesi ha 
lo scopo di determinare quali, tra i partner del gene BRCA1, coinvolti 
nei processi di riparazione del DNA, possono contribuire 
all’insorgenza e alla progressione del tumore ereditario della 
mammella e/o dell’ovaio.  
Studi precedenti condotti in 4 differenti ceppi di lievito 
Saccharomyces cerevisiae, ciascuno contenente una singola delezione 
per i geni  msh6, mre11, rad50 e rad51 e  trasformati con vettori di 
espressione per  differenti VUS di BRCA1,  hanno dimostrato in questi 
cloni un aumento della frequenza di mutazione, indicando che tali 
geni potrebbero avere un ruolo nell’instabilità genomica indotta da 
BRCA1. 
Sulla base di questi risultati, in questo lavoro di tesi, è stata 
condotta  un’analisi mutazionale sui geni MSH6, MRE11A, RAD50, 
RAD51  nei tumori di 13 pazienti appartenenti a famiglie HBOC ( 
Hereditary Breast and Ovarian Cancer) e carrier di VUS di BRCA1 per 







Le principali caratteristiche delle VUS identificate nei 13 pazienti 
analizzati sono descritte nella tabella sottostante: 
VUS 
(BRCA1) 
Esone Nucleotide Cambio di base Cambio 
aminoacidico 
Classe IARC 
Y179C 8 655 A>G Tyr>Cys 1 
C197C 9 710 C>T Cys>Cys _ 
N550H 11 1767 A>C Asn>His 1 
Q804H 11 2531 G>C Gln>His 1 
R841W 11 2640 C>T Arg>Trp 1 
S1040G 11 3118 A>G Ser>Gly _ 
S1040N 11 3238 G>A Ser>Asn 1 
S1140G 11 3537 A>G Ser>Gly 1 
R1495M 14 4603 G>T Arg>Met _ 
D1546N 15 4755 G>A Asp>Asn 1 
M1652I 16 5075 G>A Met>Ile 1 
A1789T 22 5484 G>A Ala>Thr _ 
 
     Tabella 4 - Caratteristiche delle VUS analizzate 
 
Otto di queste varianti sono classificate nel database IARC come 
classe 1 (cioè non patogenetiche) e 4 varianti non sono classificate in 
questo database.   
Due varianti sono localizzate nel dominio Ring Finger di BRCA1, 6 
nel dominio DNA binding, 2 nel dominio BRCT e altre due varianti 








Le caratteristiche cliniche  delle pazienti analizzate sono descritte 



















































Grado3 e Grado2 
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4.2  Risultati delle corse di 
sequenziamento 
 
Per l’analisi mutazionale delle 13 pazienti in esame sono state 
effettuate 4 corse di sequenziamento su ION PGM qui di seguito 
illustrate per le loro principali caratteristiche: 
 1a Corsa di sequenziamento (Figura 25): 
  
 
Dalla prima corsa di sequenziamento è stato ottenuto:  
a. 78% di caricamento 
b. 34% di policlonalità (valore leggermente elevato probabilmente 
derivante da una concentrazione troppo alta delle librerie di DNA 
caricate) 
 c. 100bp:lunghezza  media degli ampliconi risultanti (un valore 
che, seppure inferiore al range ottimale di 125-175bp, è da 




considerarsi  accettabile, considerando che il DNA estratto da 
paraffina utilizzato per l’analisi è degradato e non di ottima qualità) 
d. 36% delle librerie finali sono di bassa qualità 
e. 189Mb:numero totale di basi nucleotidiche sequenziate 
 
Tabella 6 - Coverage Analysis della prima Corsa di Sequenziamento 
Nella tabella 5 sono indicati i valori della “coverage analysis” per 
ogni singolo campione: ai fini dell’analisi sono stati esclusi Pisa534 e 
Pisa258PK che presentavano un valore di “Mapped Reads” e di 
copertura media, basso e non sufficiente per i parametri  impostati per 
questa analisi.  
 2º Corsa di sequenziamento (Figura 26): 
 
 




In questa seconda corsa di sequenziamento è stata ottenuta 
un’ottima percentuale di caricamento pari all’81%; anche il valore di 
policlonalità (72%)  è sensibilmente ridotto rispetto alla prima analisi, 
la lunghezza media degli ampliconi è stata sempre intorno alle 100bp 
e il numero totale di basi sequenziate è di 353Mb. I valori di qualità 
delle librerie sono stati ottimali con il solo 7% di librerie di scarsa 
qualità. 
 
Tabella 7 - Coverage Analysis della seconda Corsa di Sequenziamento 
Anche in questa analisi i campioni con un valore di copertura media 
inferiore ai 1000x sono stati scartati e ripetuti successivamente: in 
particolare, sono stati esclusi ai fini dell’analisi i campioni: 
Pisa258SD, Pisa98 e Pisa534 (Tabella 6). 
 3º Corsa di Sequenziamento (Figura 27): 
 




La qualità di questa terza analisi è stata sensibilmente inferiore 
rispetto alle altre due corse di sequenziamento. Ciò probabilmente è 
stato dovuto a problemi durante la fase di preparazione delle librerie.  
 
Tabella 8 - Coverage Analysis della terza Corsa di Sequenziamento 
Nonostante la corsa di sequenziamento non sia stata ottimale, i 
campioni  Pisa952 e Pisa534 sono stati comunque considerati ai fini 
dell’analisi, perché avevano una copertura superiore alle 1000x e 
anche le “Mapped Reads” erano sufficientemente alte, tali  da 
considerare attendibili i dati ad esse associate (Tabella 7). 
 4º Corsa di sequenziamento (Figura 28): 
 
 




La qualità di questa corsa di sequenziamento è stata ottima: sono 
stati prodotti 395Mb di sequenza, un 87% di caricamento delle ISP, 
solo il 20% di policlonalità e la lunghezza degli ampliconi risultanti è 
nel range di quelli attesi da un DNA estratto da paraffina. 
 
Tabella 9 - Coverage Analysis della quarta Corsa di Sequenziamento 
In questo caso l’unico campione escluso dall’analisi è stato Pisa5 
che presentava sia un valore di “Mapped Reads” basso che una 













4.3  Risultati dell’analisi 
mutazionale 
 
Dall’analisi mutazionale condotta su 13 pazienti affette da 
carcinoma familiare della mammella e portatrici di VUS del gene 
BRCA1, sono state individuate complessivamente 32 varianti; di 
queste, 11 sono varianti uniche (5 esoniche e 6 introniche) e 21 sono 
presenti in più pazienti (5 esoniche e 16 introniche).  
Per l’annotazione delle varianti è stato utilizzato il sofware Ion 
Reporter che utilizza i seguenti trascritti di riferimento:  
 per il gene MSH6 il trascritto NM_000179.2 
 per il gene MRE11A il trascritto NM_005590.3 
 per il gene RAD50 il trascritto NM_005732.3 
 per il gene RAD51 il trascritto NM_002875.4 
Nella tabella 9 sono riportate le 32 varianti individuate nelle 13 
pazienti; come si evince dalla suddetta tabella,nei geni MRE11A e 
RAD51 non sono state individuate varianti esoniche; il gene MSH6 
presenta il più alto numero di varianti individuate; inoltre, in alcune 





































4.3.1  MSH6 
 
Nell’analisi mutazionale del gene MSH6 sono state individuate 15 
varianti: di queste, 7 sono esoniche e 8 introniche. Delle 7 varianti 
esoniche 3 sono varianti uniche e 4 sono presenti in più pazienti. 
Mentre delle 8 varianti introniche, 1 è  unica e 7sono presenti in più 
pazienti.  
Le 7 varianti esoniche individuate sono descritte nella seguente 
tabella: 
Figura 29 Varianti esoniche del gene MSH6 






dbsnp Pazienti  % 
variante 
sift polyphen 
sinonima c.186C>A p.Arg62Arg 1 Non patogenetica rs1042820 
Pisa258PK    A60%   
Pisa614 A100% 
Pisa648        A100% 
Pisa932        A57% 
TOT:4/13 
sinonima c.276A>G p.Pro92Pro 2 Non patogenetica rs1800932 
Pisa258PK    G46%   
Pisa519   G84% 
Pisa573    G46% 
Pisa614 G100% 
Pisa648   G100% 
Pisa725    G63% 
Pisa932    G43% 
TOT:7/13 
sinonima c.540T>C p.Asp180Asp 3 Non patogenetica rs1800935 
Pisa258PK    C57%   
Pisa519    C93% 
Pisa534    C72% 
Pisa573   C48% 
Pisa614 C100% 
Pisa648        C99% 
Pisa725    C74% 
Pisa881  C49% 
Pisa932         C51% 
TOT:9/13 
sinonima c.642C>T p.Tyr214Tyr 4 Non patogenetica rs1800937 
Pisa534       T76%   
Pisa881        T48% 
TOT:2/13 
missenso c.1033A>T p.Asn345Tyr 4 Non descritta  Pisa258PK                        T30%  0,594 
sinonima c.2187C>T p.Ala729Ala 4 Non descritta  Pisa534                           T27%   




La variante p.Arg62Arg è stata identificata in 4 pazienti: Pisa 
258PK, Pisa614, Pisa648, Pisa 932, portatrici rispettivamente delle 
seguenti VUS nel gene BRCA1: A1789T, S1040G, R841W- S1040N, 
S1040N. 
La variante p.Arg62Arg è dovuta a una transversione C>A del 
nucleotide 186 situato nell’esone 1. Questa alterazione non determina 
un cambiamento aminoacidico. 
Tale variante è riportata nei database LOVD e dbSNP (rs1042820) 
ed è classificata come non patogenetica; il database LOVD riporta tale 
mutazione  associata ad altre due varianti: p.Pro92Pro e Asp180Asp. 
L’analisi mutazionale condotta in questo lavoro conferma tale 
associazione: nelle pazienti portatrici della variante p.Arg62Arg sono 
state identificate anche le varianti p.Pro92Pro e Asp180Asp.   
La variante p.Tyr214Tyr è stata identificata in eterozigosi in due 
pazienti: Pisa 534 e Pisa881 portatrici rispettivamente delle VUS di 
BRCA1: S1140G, Q804H.  
La variante p.Tyr214Tyr è dovuta a una transizione C>T del 
nucleotide 642 situato nell’esone 4. Questa alterazione non determina 
cambiamento aminoacidico. 
Tale variante è riportata nei database LOVD e dbSNP (rs1800937) 
ed è classificata come non patogenetica. 
 In uno studio caso-controllo (Picelli et al, 2010) è stata verificata 
l’eventuale associazione tra 4 polimorfismi  del gene MSH6 e il 
rischio di sviluppare una neoplasia colon rettale. Dallo studio è 
emerso che nessuno dei polimorfismi selezionati ( p. Gly39Glu, 




sviluppare un tumore del colon retto: la variante p.Pro92Pro ha 
mostrato un effetto protettivo nel campione dei controlli e la variante 
p.Asp180Asp ha evidenziato una debole associazione solo nella 
condizione di omozigosi. 
La variante p.Asn345Lys è stata identificata in eterozigosi nella 
paziente Pisa258PK portatrice della VUS A1789T di BRCA1. 
La variante p.Asn345Lys è dovuta a una transversione  A>T del 
nucleotide 1033 situato nell’esone 4. Questa alterazione determina un 
cambiamento aminoacidico della proteina da asparagina a lisina. 
Tale variante non è riportata nei database LOVD, COSMIC e 
Mismatch Repair Genes Variant; è predetta come possibly damaging 
dall’algoritmo polyphen con uno score dello 0.594. 
La variante p.Ala729Ala del gene MSH6 è stata identificata in 
eterozigosi nella paziente Pisa534 portatrice della VUS di BRCA1 
S1140G. 
La variante p.Ala729Ala è dovuta a una transizione C>T del 
nucleotide 2187 situato nell’esone 4. Questa alterazione non 
determina un cambiamento aminoacidico.  
Tale variante non è riportata nei database LOVD, COSMIC e 
Mismatch Repair Gene Variant. 
La variante p.Arg841Lys del gene MSH6 è stata identificata in 
eterozigosi nella paziente Pisa 881 portatrice della VUS Q804H di 
BRCA1. 
La variante p.Arg841Lys è dovuta a una transizione G>A del 
nucleotide 2522 situato nell’esone 4. Questa alterazione determina un 




Tale variante non è riportata nei database LOVD, COSMIC e 
Mismatch Repair GenesVariant; è predetta come patogenetica sia 
dall’algoritmo sift che polyphen. 
Le 7 varianti introniche individuate sono polimorfismi riportati nel 
database dbSNP:  l’IVS5+14A>T è classificata come non 
patogenetica, delle restanti varianti non è noto il significato clinico ad 
esse associato. 









Pisa258PK                                 A46%
Pisa563                                       A7%
Pisa573                                      A42% 
Pisa614 A96% 
Pisa628                                       A7%
Pisa648                                     A94% 
Pisa725                                    A22% 
Pisa881                                      A42% 
Pisa932                                     A42% 
TOT: 10/13  
IVS5+14 A>T 
Pisa063 T40% 
Non pathogenic rs2020911 
Pisa258PK                         T100%            
Pisa519                                           T87%
Pisa534                                              T27%
Pisa563                                              T31%
Pisa573                                           T46%
Pisa614 T100% 
Pisa628                                             T100% 
Pisa648                                            T100% 
Pisa725                                           T23%
Pisa881                                         T50%
Pisa932                                           T48%
Pisa952                                             T77%
TOT: 13/13  
IVS7+28 DEL ACTAT 
Pisa063 HT 
untested rs3136358:rs2234731 
Pisa725                                            HT
Pisa932 
HT 
TOT: 3/13  
IVS7+39T>A 
Pisa614 A3% 
Nessuna informazione  
Pisa628                   A5% 
Pisa648                      A6% 
Pisa725                      A18% 
Pisa881                    A7% 
Pisa932                      A3% 
TOT: 7/13  








Pisa258PK                   C99% 
Pisa614 C100% 
Pisa628                   C100% 
Pisa725                           C80% 
Pisa881                         C100% 
Pisa932                       C55% 
Pisa952                                            C79%
TOT: 9/13  
IVS8-44 INS C/CT 
Pisa534 T2% 
Nessuna informazione rs3136366 Pisa 881 T2% 
TOT: 2/13  
IVS8-40C >G 
Pisa063 G100% 
Nessuna informazione rs63750848:rs3136367 
Pisa258PK                   G100% 
Pisa519                                      G95%
Pisa534                      G99% 
Pisa563                        G32% 
Pisa573                      G99% 
Pisa614 G100% 
Pisa628                        G100% 
Pisa648                        G99% 
Pisa725                       G70% 
Pisa881                       G99% 
Pisa932                        G52% 
Pisa952                       G80% 
TOT: 13/13  





4.3.2  MRE11A 
 
Nell’analisi mutazionale del gene MRE11A sono state individuate 5 
varianti introniche: di queste, 4 sono presenti in più pazienti e 1 è una 
variante unica. Le varianti introniche individuate in tale gene sono 
polimorfismi riportati nel database dbSNP di cui però non sono note 
informazioni sul significato clinico ad esse associato. 
L’IVS5-5C>T individuata in 9 pazienti, è stata analizzata tramite il 
software Human Splice Finder che permette di predire l’effetto delle 
mutazioni su eventuali siti di splicing presenti nella regione. L’analisi 




Tipo Pazienti  %  variante Informazioni variante Dbsnp 
IVS2+29C>T 
Pisa258PK   T100% 
Nessuna informazione rs497763 
Pisa519       T15% 
Pisa534       T100% 
Pisa573       T32% 
Pisa614 T53% 
Pisa628        T52% 
Pisa648       T100% 
Pisa725       T75% 
Pisa881        T54% 
Pisa932        T48% 
Pisa952      T47% 
TOT:11/13  
IVS5 -5C>T 
Pisa258PK    T99% 
Nessuna informazione rs535801 
Pisa519         T11% 
Pisa534          T100% 
Pisa614 T50% 
Pisa648         T99% 
Pisa725         T79% 
Pisa881         T53% 
Pisa932        T47% 
Pisa952         T50% 
TOT:9/13   
IVS10+16 Pisa881       G45% Nessuna informazione rs1805365 






























Pisa534         G100% 
Pisa614 G56% 
Pisa628          G54% 
Pisa648    G99% 
Pisa725    G78% 
Pisa881          G99% 
Pisa932          G55% 




Nessuna informazione rs1014666 
Pisa519 C13% 
Pisa 573   C33% 
Pisa614 C53% 
Pisa628         C48% 
Pisa648         C98% 
Pisa725          C73% 
Pisa881         C96% 
Pisa932         C48% 
Pisa952         C44% 
TOT:10/13  




4.3.3  RAD50 
 
Nell’analisi mutazionale del gene RAD50 sono state individuate 8 
varianti: di queste, 3 sono esoniche e 5 sono introniche. Delle 3 
varianti esoniche, 1 è ripetuta in più pazienti e 2 sono varianti uniche. 
Mentre delle 5 varianti introniche, 4 sono uniche e 1 è presente  in più 
pazienti. 
Le tre varianti esoniche sono descritte nella seguente tabella: 
Figura 30 - Varianti esoniche del gene RAD50 
La variante p.Asn310Lys è stata individuata in eterozigosi nella 
paziente Pisa63 portatrice della VUS R1495M di BRCA1. 
La variante p.Asn310Lys è dovuta a una transversione T>G del 
nucleotide 930 situato nell’esone 7 che determina un cambiamento 
aminoacidico di tipo Asparagina>Lisina; non è riportata nei database 
LOVD e COSMIC ed è predetta come probabilmente deleteria 







dbsnp Pazienti % 
variante 
sift polyphen 
Missenso c.930T>G p.Asn310Lys 7 Mai descritta  Pisa063 G3%                      0.996 
Sinonima c.993A>G p.Lys331Lys 7 Mai descritta 
 Pisa063 G6%   
Pisa258PK  G12% 
Pisa519 G10% 
Pisa534                                                  G4%
Pisa563  G8% 
Pisa614 G11% 
Pisa628  G7% 
Pisa648  G6% 
Pisa725  G12% 
Pisa881  G8%                      
Pisa932  G8% 
Pisa952  G13% 
Tot:12/13  
Sinonima c.2025C>T p.Asp675Asp 13 Nessuna 
informazione 




La variante p.Lys331Lys è stata individuata in eterozigosi in tutti i 
pazienti ad eccezione del campione Pisa573. 
Tale variante è dovuta a una transzione A>G del nucleotide 993 
situato nell’esone 7 che non determina un cambiamento aminoacidico. 
La variante p.Lys331Lys non è riportata nei database LOVD e 
COSMIC. 
La variante p.Asp675Aspè stata individuata nella paziente Pisa614 
portatrice della VUS S1040G di BRCA1. 
Tale variante è dovuta a una transizione C>T del nucleotide 2025 
situato nell’esone 13, questa variazione nucleotidica non determina un 
cambiamento aminoacidico. La variante p.Asp675Asp è riportata nel 
database dbSNP (rs34147298) ma non sono fornite informazioni sul 
significato clinico ad essa associato mentre i database LOVD e 
COSMIC non la riportano. 





                      Figura 31 - Varianti introniche del gene RAD50 
 
La variante utr_5 A>G identificata nella paziente Pisa614 è un 
polimorfimo riportato nel database dbSNP (rs4526098); tale 
variazione non è frequente nella popolazione dei toscani (come 
Tipo Pazienti % variante Informazioni variante Dbsnp 
utr_5 
A>G 
Pisa614                      G67% Nessuna informazione rs4526098 
IVS4+19G>A Pisa534                        A51% 
Nessuna informazione 
rs17166050 
Pisa628                         A54% 
Pisa648                         A44% 
Tot: 4/13 
IVS 12+30A>C Pisa614                     C68% Nessuna informazione rs2522390 
IVS20-4A>T Pisa258PK                       T 71% untested rs104895050 




emerge dalle informazioni fornite dal progetto 1000genomi) infatti si 
riscontra in un’unica paziente  di nazionalità non italiana. 
L’IVS4+19 G>A  presente in 4 pazienti in eterozigosi è descritta 
nel database dbSNP(rs17166050) ma non sono fornite informazioni 
sul significato clinico ad esso associato. 
L’IVS20-4 A>T è stata identificata in eterozigosi nella paziente 
Pisa258PK ed è riportata nel database dbSNP con l’rs104895050. Tale 
variante è stata analizzata attraverso il software Human Splice Finder 


















4.3.4  RAD51 
 
Dall’analisi mutazionale del gene RAD51 sono state individuate 4 























Figura 32 - Varianti introniche del gene RAD51  
HT:eterozigote 
Tali varianti sono riportate nel database dbSNP ma non sono note 
informazioni sul significato clinico ad esse associato.  







Pisa534                                          HT
Nessuna informazione rs201852060:rs55943660 




Pisa258PK            A22% 
Nessuna informazione rs45592734 
Pisa614 A22% 
Pisa628                A34% 
Pisa648                 A82% 
Pisa725                     A41% 
Pisa881                      A41% 
Pisa932                      A20% 
Pisa952                 A45% 
TOT:8/13  
IVS3-33T>G 
Pisa563                G29% 
Nessuna informazione rs45457497 Pisa 932                     G71% 
TOT:2/13  
IVS4-36 T>G 
Pisa534                  G56% 
Nessuna informazione rs45455000 
Pisa563                      G76% 
Pisa725                  G54% 




4.4  Artefatti derivanti 
dall’utilizzo di tessuto tumorale 
incluso in paraffina 
 
Il numero dei campioni sottoposti all’analisi mutazionale è stato 
ridotto da 16 a 14: sono stati esclusi dall’analisi i campioni Pisa 825 e 
Pisa 258SD nonostante il sequenziamento fosse stato ottimale, come si 
può osservare dai dati della coverage analysis mostrati nella tabella 8 
per la presenza di numerosi artefatti derivanti dalla qualità del DNA 
utilizzato. L’FFPE DNA (Formalin Fixed and Paraffin Embedded) 
oltre che degradato, può essere caratterizzato da artefatti dovuti 
principalmente ai processi di idrolisi spontanea e danni ossidativi; il 
preciso meccanismo con cui si verificano è però ancora poco 
conosciuto (Slupphaug G. et al, 2003; Lindahl, 1993). 
Il tipo più comune di artefatto è rappresentato dalla sostituzione 
C:G>T:A (Do H and Dobrovic A, 2009)  ritrovato anche nei 
campioni esclusi da questa analisi, causato dalla deaminazione della 
base citosina. È stato infatti osservato che il trattamento del DNA 
“artefatto” con l’enzima uracil-DNA glicosilasi (che rimuove il 
nucleotide uracile deaminato attraverso l’idrolisi N-glicosidico tra la 
base uracile e lo zucchero fosfato) prima dell’ analisi di 
sequenziamento, riduce sensibilmente gli artefatti C:G>T:A (Hofreiter 





4.5  Selezione delle varianti più 
significative 
 
Dall’analisi mutazionale condotta in questo studio sono state 
individuate  32 varianti: 10 esoniche e 22 introniche. Tra le varianti 
esoniche sono state selezionate come più interessanti ai fini 
dell’analisi quelle uniche e mai descritte in precedenza. Le altre 
varianti esoniche sono state scartate poiché sono riportate  nel 
database dbSNP come polimorfismi di origine germinale. Mentre, per 
le varianti introniche sono state selezionate quelle in prossimità delle 
giunzioni introne-esone poiché potrebbero avere un effetto sullo 
splicing. 
Le 7 varianti più significative sono qui di seguito descritte:  
1. MSH6: p.Asn345Tyr individuata in eterozigosi nella 
paziente Pisa258PK 
2. MSH6: p.Ala729Ala individuata in eterozigosi nella paziente 
Pisa534 
3. MSH6: p.Arg841Lys individuata in eterozigosi nella 
paziente Pisa881 
4. MRE11A: IVS5-5C>T individuata in 9 pazienti sia in 
eterozigosi che in omozigosi 
5. RAD50: p.Asn310Lys individuata in eterozigosi nella 
paziente Pisa63 





7. RAD50: IVS20-4A>T individuata in eterozigosi nella 
paziente Pisa258PK 
Tali varianti sono state confermate attraverso la tecnica di 
sequenziamento di Sanger e per le varianti individuate ad una bassa 
frequenza ( nello specifico per MSH6 la variante p.Arg841Lys e per 
RAD50 la variante p.Asn310Lys) è stata utilizzata la tecnica della 
digital PCR. La conferma di tali mutazioni è stata condotta sia sul 
DNA tumorale (per verificare che le varianti individuate non siano dei 
falsi) che sul DNA estratto da sangue periferico (per determinare se le 
varianti individuate siano presenti anche nella linea germinale).  
 
 
4.5.1 Conferma delle varianti più 
significative  
 
La variante missenso p.Asn345Tyr del gene MSH6 individuata 
nella paziente Pisa258PK è di origine somatica: tramite 
sequenziamento di Sanger è stata confermata la presenza di tale 
mutazione nel DNA estratto da tessuto tumorale incluso in paraffina 
ed è stata esclusa l’origine germinale della mutazione dall’analisi del 
DNA estratto da sangue periferico.  
Tale variante non è stata mai descritta ed è predetta come “possibly 




Nell’immagine sottostante è riportata la visualizzazione della 
variante individuata tramite next generation sequencing e la 





Figura 33 - Visualizzazione della variante p.Asn345Tyr in NGS (a) e in Sanger (b) 
 
La variante sinonima p.Ala729Ala del gene MSH6 non descritta nei 









di origine germinale. Anche questa variante è stata confermata 


















La variante missenso p.Arg841Lys del gene MSH6 non descritta 
nei database e individuata in un’unica paziente (Pisa 881) con una 
frequenza dell’allele mutato del 9% è di origine somatica ed è stata 
confermata attraverso la tecnica DIGITAL PCR.  
 
 







La variante intronica  IVS5-5C>T del gene MRE11A individuata in 
nove pazienti è di origine germinale. Tramite sequenziamento di 
Sanger è stata confermata la presenza della mutazione nel DNA 
estratto dal tessuto tumorale incluso in paraffina e l’identificazione 
della mutazione nel DNA estratto da sangue periferico in tutte le 
pazienti in cui è stata individuata la variante esclude l’origine 


















La variante missenso p.Asn310Lys del gene RAD50 individuata in 
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origine somatica per la bassa frequenza con cui è stata individuata e 
verrà confermata tramite la tecnica Digital PCR per escludere che sia 
un falso. 
La variante sinonima p.Asp675Asp del gene RAD50 individuata 
nella paziente Pisa614 in eterozigosi è di origine germinale. 
Nell’immagine sottostante è riportata la visualizzazione della variante 
individuata tramite next generation sequencing e la corrispondente 
conferma attraverso il sequenziamento di Sanger sia nel DNA estratto 


























La variante intronica IVS20-4 A>T del gene RAD50 individuata 
nella paziente Pisa258PK in eterozigosi è di origine germinale come 
confermato dall’analisi di sequenziamento di Sanger condotta sul 


























4.6 Analisi dei riarrangiamenti 
del gene MSH6 
Per il gene MSH6 è stato condotto il test MLPA su FFPE DNA al 
fine di individuare eventuali riarrangiamenti quali delezioni o 
duplicazioni.  
Dall’analisi condotta sui 14 campioni in esame sono stati 
individuati riarrangiamenti di MSH6 in 2 pazienti: Pisa563 e Pisa952. 
In entrambi i campioni è stata identificata una perdita di 
eterozigosità (LOH) dell’intera regione del gene MSH6 (esoni1-10) 
che coinvolge  anche altre zone che mappano sul braccio corto del 
cromosoma2: nel test è stata infatti identificata la perdita dell’esone1 
di MSH2 e degli esoni 3-8-9 del gene EPCAM. 
Nelle immagini sottostanti è riportata l’analisi per entrambe le 
pazienti in cui è stata identificata la delezione.  
 






















Figura 41- MLPA Pisa952 
 
 

















Il tumore della mammella rappresenta una delle neoplasie più 
frequenti nelle donne nei Paesi occidentali. Negli ultimi 50 anni 
l’incidenza del tumore della mammella è aumentata, tanto che, è stato 
stimato che una donna su otto svilupperà una neoplasia mammaria nel 
corso della sua vita (J.Ferlay et al, 2010; F.Lalloo, 2012). I tumori 
ereditari della mammella rappresentano il 10% di tutte le neoplasie 
mammarie. I principali geni di suscettibilità ad alta penetranza sono 
rappresentati da BRCA1 e BRCA2. In presenza di mutazioni sul gene 
BRCA1 le donne hanno un rischio di sviluppare un tumore della 
mammella pari al 70-80% e un 50% di sviluppare un tumore 
dell’ovaio. Mentre, donne portatrici di mutazioni sul gene BRCA2 
hanno un 50-60% di rischio di sviluppare un tumore della mammella e 
un 30% di sviluppare un tumore dell’ovaio (Roy R. et al, 2012). 
La maggior parte delle mutazioni in BRCA1 portano all’espressione 
di una proteina tronca e non funzionale altre, invece, definite VUS 
(Variants of Unknown Significance) sono varianti di cui non è noto il 
significato patologico. 
Negli ultimi anni sono stati sviluppati numerosi modelli predittivi e 
saggi funzionali con lo scopo di caratterizzare le VUS di BRCA1. Uno 
dei sistemi modello utilizzati per la caratterizzazione delle VUS di 
BRCA1 è Saccharomyces cerevisiae: in studi precedenti a questo 
lavoro, è stato messo a punto un saggio funzionale che permette di 
discriminare le VUS di BRCA1 patogenetiche da quelle non 
patogenetiche valutando il loro effetto sulla ricombinazione intra ed 




S. cerevisiae è un ottimo sistema modello anche per la determinazione 
del ruolo dei pathways di riparazione del DNA nell’instabilità 
genomica indotta da BRCA1 poiché, anche se non possiede un 
omologo di questo gene, conserva gli stessi meccanismi di riparazione 
del DNA presenti nell’uomo. Sono stati quindi analizzati alcuni 
mutanti del ceppo aploide RSY6 di S. cerevisiae,ognuno deleto per 
uno specifico gene coinvolto nei pathways di riparazione del DNA 
(mlh1, msh2, msh6, mre11, rad50, rad51 e rad52). Tali ceppi sono 
stati trasformati con BRCA1 wt e alcune sue VUS e ne è stato valutato 
l’effetto sulla ricombinazione omologa e sulla frequenza di mutazione 
genica. Da questi esperimenti è emerso che l’espressione di BRCA1 
wt o delle VUS nei ceppi deleti per msh2, msh6, mre11, rad50 e 
rad51, modifica la frequenza di ricombinazione omologa e mutazione 
genica.  
Questi dati suggeriscono quindi che tali geni potrebbero avere un 
ruolo nell’instabilità genomica indotta da BRCA1.  
Sulla base di questa ipotesi abbiamo voluto verificare se  nei tumori 
di pazienti carrier di VUS di BRCA1 questi geni risultassero alterati 
nella loro funzione per causa di una mutazione patogenetica.  
In questo lavoro è stata quindi condotta un’analisi mutazionale dei  
geni MSH6, MRE11A, RAD50 e RAD51sul DNA estratto da tessuto 
tumorale mammario di pazienti carrier di UV del gene BRCA1, 
tramite sequenziamento delle regioni codificanti e delle giunzioni 
introne-esone utilizzando la tecnologia PGM ION TORRENT. 
L’analisi è stata condotta su un campione di 13 pazienti affette da 




32 varianti: 10 esoniche e 22 introniche. Tra le 32 varianti ne sono 
state selezionate 7 come più interessanti: 5 esoniche e 2 introniche. 
Delle 5 varianti esoniche, 3 sono state individuate in MSH6 e 2 in 
RAD50 mentre le due varianti introniche sono state individuate in 
MRE11A e in RAD50. 
Tali varianti selezionate sono state confermate per valutare che non 
fossero dei falsi e per escludere l’origine germinale della mutazione. 
La variante missenso p.Asn345Tyr di MSH6 individuata in 
eterozigosi nella paziente Pisa258PK non è descritta nei database, è 
predetta come possibly damaging dall’algoritmo polyphen con uno 
score dello 0.594 ed è di origine somatica.  
La variante sinonima p.Ala729Ala di MSH6 individuata in 
eterozigosi nella paziente Pisa534, non è descritta nei database ed è di 
origine germinale. 
La variante missenso p.Arg841Lys di MSH6 individuata in 
eterozigosi nella paziente Pisa881, non è descritta nei database, è 
predetta come patogenetica  ed è di origine somatica. 
La variante missenso p.Asn310Lys di RAD50 individuata nella 
paziente Pisa63, non è riportata nei database, è predetta come 
probabilmente deleteria dal software polyphen e si presume che sia di 
origine somatica data la bassa frequenza con la quale è stata 
individuata e verrà in futuro confermata per escludere che sia un falso. 
La variante sinonima p.Asp675Asp di RAD50 individuata in 





Le due varianti introniche selezionate come significative in quanto 
localizzate in prossimità della giunzione introne-esone: IVS5-5C>T di 
MRE11A e IVS20-4 A>T di RAD50 sono entrambe di origine 
germinale. 
Per il gene MSH6 è stata condotta su FFPE DNA l’analisi dei 
riarrangiamenti attraverso la tecnica MLPA che ha evidenziato in due 
pazienti:  Pisa563 e Pisa952, l’intera delezione dei 10 esoni del gene. 
Questo risultato, associato con quello dell’analisi di sequenziamento,  
suggerisce un ruolo importante per il gene hMSH6 nella carcinogenesi 
mammaria ,perlomeno nelle forme familiari correlate al gene BRCA1. 
Infatti, nel 15 % dei tumori mammari analizzati (2/13) sono state 
identificate mutazioni somatiche probabilmente patogenetiche e mai 
descritte in precedenza e in un altro15% (2/13), delezioni somatiche 
dell’intero gene. Per quanto a nostra conoscenza, questo è il primo 
studio che indica un ruolo del gene MSH6 nella carcinogenesi 
mammaria BRCA1-relata. 
Non altrettanto chiaro è il ruolo del  gene RAD50, infatti l’unica  
variante missenso identificata potrebbe essere un falso sperimentale 
perché si trova solo nel 3% delle reads e non è stato ad oggi possibile 
avere la conferma della sua presenza mediante la tecnica della Digital 
PCR.  
Per quanto riguarda il gene MRE11A, da questo screening 
mutazionale non sono emersi risultati significativi, tuttavia, il suo 
eventuale coinvolgimento con la patologia non può essere del tutto 




Anche in RAD51 non sono state individuate varianti interessanti. 
Dalla letteratura è noto che questo gene si trova overespresso nei 
tumori della mammella. L’overespressione di RAD51 ha come effetto 
eventi di ricombinazione aberranti nelle cellule (amplificazioni 
cromosomiche, delezioni e traslocazioni). Tale overespressione 
sembrerebbe essere  dovuta ad un’aumentata trascrizione e  ad una 
riduzione dei processi di metlilazione ma non ad eventi di 
amplificazione genica (Raderschall et al.,2002; Min A et al.,2013). Le 
cellule che overesprimono RAD51 mostrano resistenza all’apoptosi e 
presentano alterazioni a livello del ciclo cellulare (Sarasin A et 
al.,2008; Schild D and Wiese C.,2010; Brown ET and HoltJT.,2009). 
Sulla base di queste informazioni, all’analisi mutazionale del gene 
condotto in questo lavoro di tesi potrebbe quindi essere utile associare 
uno studio di espressione della proteina RAD51 nei tumori analizzati. 
Inoltre, due geni omologhi di RAD51(RAD51C e RAD51D) 
sembrerebbero avere un ruolo nella predisposizione al tumore della 
mammella e dell’ovaio (Chey Loveday et al.,2011) e quindi in futuro 
l’analisi mutazionale potrà essere estesa a tutta questa famiglia genica. 
Questo studio si può considerare un’analisi preliminare dato 
l’esiguo numero di campioni analizzati, sarebbe quindi opportuno in 
futuro ampliare la casistica estendendo l’analisi a soggetti portatori di 
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